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© TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und dafiir kodierende ONAs. 

© DNA-Sequenzen. kodierend fur etn TNF-bindendes Protein und fur den TNF-Rezeptor. von dem aieses 
Protein d.e losl.che Oomane darsteMt. Ote ONA-Sequenzen kbnnen fur die HersteHung rekomb.nanter ONA- 
Molekule zur HersteHung von TNF-bindendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet werden. Rekomb.names 
TNF-bindendes Protein kommt in pharmazeutischen Zubereitungen zur Behandlung von Indikationen bei denen 
eine schadigende Wirkung von TNF auftritt. zur Anwendung. Mit Hilfe des TNF-Rezeptors bzw. Fragrnenten 
davon Oder mit Hilfe geeigneter Wirtsorganismen. transformiert mit rekomb.nanten ONA-Mo!ekulen, enthalten-J 
die fur den TNF-Rezeptor kodierende ONA Oder Fragmente Oder Modifikationen davon. konnen Substanzen iuf 
,hre Wechseiw,rkung mic dem TNF-Rezeptor und/oder auf .hre Beeinflussung cer b.olog.schen Wirkung von rNF 
untersucht werden. 
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Oie Erfindung Sezieht sich auf einen TNF-Rezeotor sowie auf ein TNF bindendes Protein. 

Tumornekrosefaktor (TNF-a) wurde erstmals :m Serum von Mausen und Kaninchen gefunden. cie mit 
eacillus Calmerte-Guerm infiziert und denen Endotoxin <n\\zien worden war. und auf Grund seiner cytctoxi- 
schen und Antitumoreigenscharten erkannt (Carswell et al.. I97S). Sr wird vor allem von aktivienen 
Makropnagen und Monozyten proauziert. Zahlreiche Zelltypen. die Zieie Kir TNF sind.'weisen Obertiac.-.en- 
rezeptoren mit hoher Affimtat fur dieses Poiypeptid auf (Old et al.. 1987): es wurde angenommen. dafl .\ V 
Lymphoiox.n (TNF-d) an denseiben Rezeptor bindet (Aggarwal et al.. 1983. Gullberg et al.. 1987). TNF-a ,st • • 
identisch mit einem als Cacnectm tezeichneten Faktor (Beutler et al.. 1985). der die l.poproteinhpase ; ; ; 
unterdruckt und bei cronisch-entzundlichen und malignen Erkrankungen zur Hypenriglycendamie fuhrt •• • 
(Tortie et al.. 1985. Mahoney et al.. 1985). TNF-a durfte an der Regulation des Wachstums sow, e an aer 
Oifferenzierung und Funktion von Zailen, die bei Entzundungen. Immunvorgangen und Hamatopcese erne 
Rolle spielen. beteiligt sein. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutrophilen (Shalaby et al.. 1985. Klebanort 
et al 1986) und Monocyten sowie durch Hemmung der Replikation von Viren (Mestan et al.. 1986. Wong 9t , 
al 1986) eine positive Wirkung ausuben. Oariiberhinaus aktiviert TNF-a die Immunabwehr gegen Parasiten^ .. 
und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bei Immunreaktionen. entzundlichen Prozessen und anderen. >:>> . 
Vorgangen im Organismus. wobei die Wirkmechanismen in vielen Fallen noch ungeklart sind. 
Oie Verabreichung von TNF-a (Cerami et al.. 1988) kann jedoch auch von schadlichen Erschemungen- . . • . • 
(Trac°y et al 1986) wie Schock- und Gewebeschadigungen begleitet sein. die durch Anttkorper gegen 
TNF-I aufgehoben werden konnen (Tracey et al.. 1987). Eine Reihe von Beobachtungen laflt auf e.ne Rolle 
von endogen freigesetztem TNF-a bei verschiedenen pathologischen Zustanden schlieflen. So schemt TNr- 
a ein Mediator der Kachexie zu ».n. die bei chronisch-invasiven. z.B. parasitaren Erkrankungen auftreten 
kann TNF-a scheint auch eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese des durch gram-negat.ve Baktenen 
verursachten Schocks (Endotoxin-Schock) zu spielen; er diirfte an e.nigen. wenn nicht alien w.rkungen von 
Upopoiysacchariden beteiligt sein (Beutler et al.. .988). Ebenso wurde eine Funktion von TNF be. den ,m 
Rahmen von entzundlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden Gewebeschad.gu^ 
gen sowie be, der letalitat und Morbiditat der Graft-versus-host reaction (GVHR. Transplantat-Abs^ung 
Tpiguet et al 1987) postulien. Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentrat.on von TNF .m 
Serum und dem tddlichen Ausgang von Meningokokkenerkrankungen berichtet (Waage et ^ ^ 

waiters wurde beobachtet. dafl die Verabre.chung von TNF-a iiber einen langeren Ze.traum e.nen 
Zustand von Anorexia und Auszehrung verursacht. die eine ahnliche Symptomatik aufwe.st w,e d,e 
Kacnex,e. die mit neop.astischen und chronischen infektidsen Erkrankungen einhergeht (Ohff e t al ^980. 

£s wurde uber eine TNF inhibierende Aktivitat eines Proteins aus dem Harn von F,eberpat,en en 
berichtet von dessen Wirkung vermutet wird. dafl sie auf einen kompetitiven Mechanismus auf 
e'ene selbst (fhnlich der wing des Inter.eukin-i Inh.bitors (Seckinger et al.. .987), zuruckzufuhren ,st 

iS *TZtp*u™\ra w,rd em TNF inh.bierendes Protein beschrieben. das aus menschlischem Ham ^ 
gewonnen Lde. Seine Wirkung wurde im Harn gesunder und kranker Personen ^T^.^ ,, : 
aufgrund der Fahigkeit bestimmt. Cie Bindung von TNF-a an seine Rezeptoren auf human* "* La Z ~J en 
un F3 i. Fibroblasten sowie die zytotoxische Wirkung von TNF-a auf munne A9 Zellen zu nn^er -0 ^ 
Prote.n wurde im wesent.ichen zur Homogeni.at gere.nigt und durch se.nen N-Term,nus <^**" v £ t . ' 
die er Patentverdffent.ichung warden z-ar grundsatz.ich mdgliche Wege d arge eg zur u das Pr e , 
kodierenden ONA und zum rekombinanten Prote.n zu gelangen: es werden .edoch ke.ne konkreten Angao _ 
cemacht welcher der theoretisch moglichen Losungswege zum Ziel fuhn. a ^ M ., aH . 
3 ,n Vorversuchen zur vor.iegenden Erlindung konnte aus Oia.yseharn von ^"^^^^ 
Prote.n identifier, werden. das die biologischen Wirkungen von TNF-. hemmt , demj » *J* 
wirkung mit TNF-a dessen Bindung an seinen Zelloberftachenrezeptor verh,ndert (Olsson et al.. 
diesem Protein wurde auch eine Arfimtat zu TNF-i festgestellt. o ialv «harn wurde 

Oie Anwesenheit dieses Proteins (im foigenden TNF-8P genannt) ,m *°nzen.nerten Jj^^,"^ • 
durch Kompe«,,on mi, der Bindung von radioaktiv markiertem '^'^ m J^J Q e 
HL-50 Zetlen nachgew.esen. wobei der Einflufl von dia.ys.eaem Harn auf d,e * n *^ £ n . Hemmuno der 
2-nen cemessen wurde. Oie durchgefuhrten Bindungsversuche zeigten erne dosisabhang-ge Hemmung der 
N^SnZ » «* 2e«.e durch'konzentr.enen O.alyseharn ,d,e ««^™« f ^^£\™. 
beooachtete Verringerung der Bindung durch gegebenenfalls ,m Harn ^ 
i. der urn O.e Bindung konkurnert. verursacht werden konnte. wurden durch cen Hetuna. 
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Verringerurig der 3indung durch Anwendung vcn TNF-a-jnd TNF-^-Antikcrpem nicnt aufgehccen ^ercen 
konnte. ausgeschlossen). 

In analcger Wetse wurde in Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung nachgewiesen. dafl TNF-3P aucn 
Affinitat zu TNF-j aufweist. sie betragt ca. i 50 seiner Affinitat zu TNF-a. 

Mittels Gelchromatographie auf Sephacryl 200 wurde festgesteilt. dafl eine Substanz im Harn una 
Serum von Oiaiysepatienten sowie im Serum von gesunden Personen mit rekombinantem TNF-a emen ^ 
Komplex mit emem Molekulargewicht von ca. 75 000 bildet. 

TNF-3P wurde aus mehreren Proben Dialyseharn von Uramiepatienten durch partieile Reinigung mittels 
Oruckuitrafiitration, ionenaustauschchromatographie und Gelchromatographie S2fach angereichert. ; # 

Oie erhaltenen Praparationen wurden zum Nachweis der bioiogischen Aktivitat von TNF-3P durpv 
Hemmung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-a auf Hl*30-i0 Zellen verwendet. £s zeigte siprr 
eine dosisabhangige Wirkung von TNF-8P auf die biologische Wirkung von TNF-a. Es. wurde weiters cas. 
8indungsverhatten von Zellen durch Vorbehandlung mit TNF-3P und ausschlieflendem Kompetitionsbm- 
dungstest untersucht. Oabei wurde nachgewiesen, dad Vorbehandlung der Zellen mit TN-BP die Bindung 
von TNF-a an die Zelle nicht beeintrachtigt. Dies zeigt. dafl die Wirkung von TNF-8P nicht auf seiner ^ 
etwaigen Bindung an die Zeile und Konkurrenzierung mit TNF-a um die Sindung an den Rezeptor berunt? 

Das im wesentlichen homogene Protein wurde in hochgereinigter Form erhalten. indem Harn vGty 
Oiaiysepatienten durch Ultrafiltration konzentriert. der konzentrierte Harn dialysiert und zunachst in emem^ 
ersten Reinigungsschritt mittels 0£A£*Sephacel-Chromatographie auf das Vierfache angereichert wuftie^ 
Oie weitere Anreicherung erfolgte mittels Affinitatschromatographie durch an Sepharose gebuncenen TNfy 
a. Oie Endreinigung wurde mittels Reverse Phase Chromatographic (FPLC) durchgefCihrt. : 

Es konnte gezeigt werden. daiJ das im wesentlichen hochgeremigte Protein die zytotoxische Wirkung 
von TNF-a auf WEHI 164 K!on 13 Zellen hemmt (Olsson et al.. 1989). 

Vom im wesentlichen hochgereinigten Protein wurde die N-terminale Aminosauresequenz aufgeklart. 
Sie wurde mit Asp-Ser-Vai-Xaa-Pro-Gln-GIy*Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-(Hauptsequenz) bestimmt (daneben 
wurde in Spuren die folgende N-terminale Sequenz nachgewiesen: Leu-(Val)-{Pro)-(His)-Leu-Gly-Xaa-Arg- 
Glu-(Nebensequenz)). Oer Vergleich der Hauptsequenz mit der N-terminalen Sequenz des in der EP-A2 308 
373 georfenbanen TNF inhibierenden Proteins zeigt die Identitat der beiden Proteine. 

Es wurde folgende Am.nosaurezusammensetzung, angegeben in Mol-Aminosaure pro Moi Protein und 
m Mol % Aminosaure. bestimmt als Mitteiwert einer 24- und 43-stundigen Hydrolyse. ermittelt: 



is 



so 



Gin 



Asp + Asn 
Thr 
Ser 
Glu < 
Pro 
Gly 
Ala 
Cys 
Val 
Met 
He 
Leu 
Tyr 
Phe 

His 
Lys 
Arg 



Total 



Mol 

Aminosaure.'Mol 
Protein 



27.5 
15.3 
20.7 
35.0 

9.5 
16.0 

4.2 
32.3 
10.8 

1.1 

7.0 
20.2 

5.1 

8.1 
11.1 
15.7 

11.8 



Mol % 
Aminosaure 



252.9 



10.9 
6.3 
3.2 

<3.3 
3,8 
5.3 
\J 

12.8 
4.3 
0.4 
2.3 
3.0 
2.4 
3.2 
4.4 

6.2 

4.7 



100 



Ein Genalt an G.ukosamin wurde m.ttels Am.nosaureanalyse ,achgewiesen. Oie Ergebn.«e ernes > m, 
Concanavalin A und We.zenkeimlekt.n durchgefuhrten Affincttois ce-gten ebenfalls. dart es *cn „ei 
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•jm em Giykoprotein handeit 

Oas im wesenttichen homogene Protein wurde tryptisch verdaut und von 1 7 der er haltenen Soaitpeoode 
die Ammosauresequenzen bestimmt. Weiters wurde der C-Terminus analysiert. 

TNF-BP kommt orfensichtlich die Funktion eines Regulators der TNF-Aktivitat mit der Fahigkeit zu. die 
5 Konzemrationsanderungen von freiem. biologisch aktivem TNF-a abzupuffern. TNF-3P durfre aucn die 
Ausscheidung von TNF durch die Niere beeinflussen. -veil der mit TNF gebildete Komplex, dessen 
Molekulargewicht mittels Gelpermeaticnschromatographie auf Sephadex G 75 mit ca. 75000. bestimmt 
wurde. im Gegensatz zu TNF orfensichtlich nicht durch den Glomerulus zuruckgehalten wird. 

Oas TNF-BP wurde aus dem Harn von Oialysepatienten als eine von drei Hauptproteinkomponenten. 
to die Affinitat zu TNF aufweisen und die gemeinsam mit TNF-3P von der TNF-Affinitatschromatographiesauie 
eluieren. nachgewiesen. Oie beiden anderen Proteine binden jedoch offensichtlich in einer Weise. die die 
3indung von TNF-a an seinen Zelloberflachenrezeptor nicht beeintrachtigt, 

Oie zur biologischen Wirkung des TNF-BP erhaltenen Ergebnisse. insbesondere der Vergleich der 
3indungskonstante mit der fur den TNF-Rezeptor beschriebenen Bindungskonstante (Creasey et al.. 1987) 
;s lieferten einen ersten Hinweis dafur. dafl es sich bei diesem Protein urn den Idslichen Ted eines TNF- 
Rezeptors handeln konnte. 

Auf Grund seiner Fahigkeit. die biologische Wirkung von TNF-a und TNF-rf zu inhibieren. ist das TNF 
bindende Protein geeignet. bei Indikationen eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung der TNF- 
Aktivitat im Organismus angezeigt ist. Geeignet zur Anwendung bei diesen indikationen sind auch Oerivate 
20 Oder Fragmente des TNF bindenden Proteins mit der Fahigkeit, die biologische Wirkung von TNF zu 
inhibieren. 

TNF-BP (bzw. seine funktioneilen Oerivate Oder aktiven Fragmente) kann zur prophyiaktischen und 
therapeutischen Sehandlung des menschlichen Oder tierischen Korpers bei Indikationen. bei denen erne 
schadigende Wirkung von TNF-a auftritt. eingesetzt werden. Zu diesen Erkrankungen zahlen insbesondere 
25 entziindliche sowie infektidse und parasitare Erkrankungen cder Schockzustande. bei denen endogenes 
TNF-a freigesetzt wird. weiters Kachexie. GVHR, AROS (Adult Respiratory Distress Symptom) und Autornv 
munerkrankungen wte Rheumatoide Arthritis, etc. Es sind darunter auch pathologische Zustande zu 
verstehen. die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a. besonders bei hoher Oosierung. auftreten 
konnen. z.8. schwere Hypotension Oder Stdrungen des Zentralnervensystems. 

Auf Grund seiner TNF bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch als Oiagnostikum fiir die 8estimmung 
von TNF-a und/oder TNF-i geeignet. z.8. als eine der Komponenten in Radioimmunoassays Oder 
Enzymimmunoassays. gegebenenfalls zusammen mit Antikdrpern gegen TNF. 

Auf Grund seiner Eigenschaften ist dieses Protein ein pharmakologisch wertvoller Wirkstorf. der aus 
naturfichen Quellen nicht in ausreichender Menge mittels proteinchemischer Methoden darstellbar ist. 

Es bestand daher das BedCrfnis. dieses Protein (bzw. verwandte Proteine mit der Fahigkeit, TNF zu 
bmden) auf rekombinantem Weg herzustellen. urn es fur die therapeutische Anwendung in ausreichender 
Menge zur Verfugung zu stellen. 

Unter der "Fahigkett. TNF zu binden** ist im flahmen der vorliegenden Erfindung die Eigenschart ernes 
Proteins zu verstehen. an TNF-a derart zu binden. dafl die Bindung von TNF-a an den funktioneilen Te.l des 
Rezeptors verhindert und die Wirkung von TNF-a im menschlichen Oder tierischen Organismus gehemmt 
Oder aufgehoben wird. Ourch diese Definition ist die Fahigkeit eines Proteins, auch an andere Proteine. z.B. 
an TNF-d zu binden und deren Wirkung inhibieren zu konnen. mit eingeschlossen. 

Oer vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde. die fur TNF-BP kodierende ONA zur Verfugung 
zu stellen urn auf deren Basis die Hersteiiung rekombinanter ONA-Moiekule zu ermdgiichen. m.t denen 
geeignete' Wirtsorganismen transforms werden konnen. urn TNF-8P bzw. funktionelle Oer.vate und 

Fragmente davon zu produzieren: . w w . TKiC ao „m dpn 

im flahmen dieser AufgabensteHung soiite auch festgestellt werden. ob es s.ch be.m TNF-BP urn den 
!dslichen Tail eines TNF-flezeptors/handeit. Oiese Annahme wurde bestatigt. womit die Grundlage rur c.e 
Aufklarung der Rezeptorsequenz geschaffen war. . (et , nnn rt 

Eine weitere Aufgabenstellung .m Rahmen der vorliegenden Erfindung bestand ,n der Bere.tstellung der 
fur einen TNF-Rezeptor kodierenden cONA fur die Hersteiiung von rekombinantem humanem ink- 
q a ?pct or 

Oas Vorhandense.n eines spezifischen Receptors mit hoher Affinitat zu TNF-a auf verschiedenen 
Zelltypen wurde von mehreren Arbe-tsgruppen geze.gt. KUrzlich wurde erstmals von der isoi.erun , una 
vorlaufigen Charakterisierung ernes TNF-a Rezeptors berichtet (S.auber at al.. .988). Da d,e B.ndung von 
radioakt,v markiertem TNF-a durcn einen Uberschufl TNF-i aufgenoben werden kann (Aggarwal et I 
.985) wurde vorgeschiagen. dafl TNF-a und TNF-i einen geme.nsamen Re;eotor te.len. Oa .edocn 
andererseits gezeigt werden konn te . dafl bestimmte Zelltypen. die auf TNF-a ansprechen. gegen 1 
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;eii^Qi59 Oder ganziich unempfindlich sind (Lccksiey 9t al.. 1987). wurde die Extstenz ernes gemeiasarr.er, 
Rezeptors wieder in £wetfel gezogen. 

im Gegensatz dazu schemen kurztich erhaltene Ergebnisse zu den Sindungseigenscharten von TNF*j 
an flezeptoren die Theone eines gemeinsamen Rezeptors wieder zu erharten (Stauber ei al.. 1989). wocei 
,n dieser Arbeit vorgeschiagen wird. dad zwischen TNF-a und TNF-d Umerschiede "ninsichtlich cer. 
Wechseiwirkung mit dem Rezeptor bzw. zusatzlich hinsichtiicn der m der Zelle nach der Ugand-flezeptor- 
wecnsetwirkung emtretenden Ereignisse bestehen. 

Kurztich wurde von einem weiteren TNF bindenden Protein bertchtet. von dem vermutet wird. da/3 es 
sich dacei urn die losiiche Form eines anderen TNF-Rezeotors handeit {Engelmann et al.. 1990). 

Oie Verfucjbarkeit der fiir einen TNF-Rezeptor kodierencen ONA stent die Voraussetzung fur ^.e 
Herstetlung von rekombinantem Rezeptor und damit u.a. eine wesentliche Erleichterung fur die Ourchfuh- * 
rung vergteicnender Untersuchungen verschiedener Zetltypen auf ihre(n) TNF-a- und/oder TNF- j-Rezeptor- 
(en) &zw. auf die durch die 8indung von TNF an den Rezeptor in der Zelle ausgeiosten Reaknonen daV. 
Oadurcn wird weiters die Aurklarung der dreidimensionalen Struktur des Rezeptors ermoglicht und damn 
die Voraussetzung fur ein rationales Oesign fur die Entwicklung von Agonisten und Antagonisten cer TNF. . 
Wirkung gescharfen. 

3ei der losung der gesteilten Aufgabe wurde von der Feststellung ausgegangen, dai3 das Ourchsuciten^ 
von cONA-8ibliothe*en mit Htife von Hybridisierungssonden, die von Aminosauresequenzen kurzer Peptide 
adgeieitet sind. auf Grund der (Degeneration des genetischen Codes mitunter auf groflere Schwiengkeiten- 
stbflt. Zusatzlich erschwert wird diese Vorgangsweise dann, wenn von einem Protein, wie z.B. dem TN.F-. 
BP. nicht bekannt ist. in weichen Geweben es synthetisiert wird. In diesem Fall kann bei einem Versa^yn 
dieser Methode unter Umstanden nicht mit Bestimmtheit festgestellt werden, ob es auf die Want e.cer 
ungeeigneten cDNA-8ibliothek Oder auf die zu geringe Spezifitat der Hybridisierungssonden zuruckzufuhren 
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Um die fur TNF-BP kodierende ONA zu erhalten. wurde daher zunachst erfindungsgemafl wie foigt 

vorgegangen: ' . . 

Als cONA-Bibiiothek wurde e.ne Bibliothek der Fibrosarkomzellinie HS913 T. die mil TNFa mduziert 
worden war und in x gtil vortag. e.ngesetzt. Um aus dieser Bibliothek V ONA mit TNF-BP Sequenzen zu 
erhalten wurde die grode Empfindlichkeit der Polymerase Kettenreaktion (PCR. (Sa.k.. 1988)) ausgenutzt. 
(Mit Hilfe dieser Methods kann aus einer gesamten cONA-Bibiiothek eine unbekannte ONA-Sequenz 
erhalten werden. die flankiert ist von Oligonukleotiden. die auf Basis bekannter Am.nosaurete.lsequenzen 
enrworten und ais Primer eingesetzt wurden. Ein solches langeres DNA-Fragment kann nachfolgend als 
Hybridisierungssonde. z.B. zur Isolierung von cONA-Klonen. insbesondere des ursprunglichen cONA-Klons. 
eingesetzt werden). 

Auf Basis der N-terminalen Aminosauresequenz (Hauptsequenz) und Aminosauresequenzen von trypti- 
-hen Popticen. die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten worden waren. .wurden Hybridisierungssonden 
nergesteHt Mit Hilfe dieser Sonden wurde mittels PGR aus der cONA-Bibiiothek HS913T eine cONA. die 
e.nen Tail der fiir TNF-BP kodierenden cONA darstellt. erhalten. Oiese cONA weist die folgende Nukieond- 

-o GAgTgG 'AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA 

ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG 

AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG . 

Oiese ONA stent eine von moglichen Varianten dar. die geeignet sind. mit TNF.BP-ONAs bzw. TNF-BP. 

RNAs zu nybridisieren (solche Varianten umfassen z.B. diejenigen ONA-Molekule. die durch PCR-Arnpi.f.<a- 
, 5 tion mit Hilfe von Primern erhalten werden. deren Nukleotidsequenz nicht exakt mit der gesuchten Sequenz 
" oe-nstimmt. etwa aufgrund von zu Klon,erungszv,ecken vorgesehenen ^ ( 

aufgrund von bei der Am.nosauresequenzana.yse etwa nicht emdeutig 

-TNF-8P-0NAS- to* "TNF.SP-RNAs* sind Nukleinsauren zu verstehen. d.e fur TNF-8P bz*. verwandte 
pZ i.ne Z der Fah.gke.t. rkf zu b.nden kodieren bzw. die fur e,n soiches Protein kodierende Sequenz 

S ° en "r TNF-3P.0NAS (bzw. TNF*8P-RNAs) sind auch cONAs. abge.eitet von mRNAs. d.e durch 
alternates Splicing enrstanden sind (bzw. diese mRNAs selbst). 

J,d die Entfemung von tntrons verstanden. bei der vom g.eichen ^ RNA - Pr9Cuf ^; erS n C ;' e ^^- 
^pLacceotor. und/oder Sp.icedonorste.len verwendet werden. Oie dabe, *™f 
5S cen sich vone-nander durcn das ganzl.che Oder tei.we.se Vorhandensem ^J^^ Mmm ^ 
Exonsequenzen. wobe, es gegebenen.alls zu emer Versch.ebung ^^^^^ 

Oie edindungsgemaa zunacnsi erhaltene. emen ied der fur TNF-BP kod.erenoen oequ 
cONA (bzw. Varianten dawon) kann som.t als Hybridisierungssonde verwendet werden. um aus ,O.JA 
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/5 Oie erhaltene cONA stent die Voraussetzung fur die Herstellung von rekombinantem TNF-BP dar. 

Die zunachst erfindungsgemafl isolierte cONA enthalt. wie bereits erwahnt. nach dem Codon fur A$n- 
172 nicht das Stopcodon, das aufgruna der Analyse des C-Terminus zu erwarten ware, sondern der orfene** 
Leserahmen wird fortgesetzt. Oie Region zwischen Val-183 und Met- 204 hat einen stark hydrcpnoben.. 
Charakter. Oieser hydrophobe Bereich von 22 Aminosauren. gefolgt von einem Abschnitt mit emem Gefiaft^ J 
an positiv geladenen Aminosauren (Arg-206. Arg-209) weist die typischen Merkmale einer Transmembrane^ 
domane auf. die Proteine in der Zeilmembran verankert. Oer in Richtung C-Terminus folgende Proteina«te>l« m " 
ist dagegen wieder stark hydrophil. 

Oas Hydrophobizitatsprofii ist in Fig.2 abgebtldet (der Hydrophobizitatspiot wurde mit Hiife des Mac 
Molly Programms (Fa.Soft Gene Berlin) erstellt: die Fensterweite Kir die Berechnung der Werte betrug 1 1 
Aminosauren. Hydrophobe 8ereiche entsprechen positiven. hydrophile Bereiche negativen Werten auf der 
Ordinate. Auf der Abszisse ist die Zahl der Aminosauren. beginnend mit dem Startmethionin Si. darge- 

steilt). ^ 

Aus der Proteinstruktur ergibt sich. dafl die fur das Idsliche. sekretierte TNF-BP kodierende ONA teti 
einer fur ein grofleres Protein kodierenden ONA ist: Oieses Protein weist die Merkmale eines in der 
Zeilmembran verankerten Proteins auf. enthalt TNF-8P in fur eine extrazsllulare Oomane typische Weise 
und weist einen betrachtlichen fur zytopiasmatische Oomanen typischen Abschnitt auf. losliches TNF-BP 
wird offensichtlicn von dieser membrangedundenen Form durch proteoiytische Spaltung knapp autferhalb 
der Transmembrandomane erhalten. 

Oie Struktur des von der erhaltenen cONA kodierten Proteins im Zusammenhang mit der Fahigke.t von 
TNF-BP TNF zu binden. bestatigen die Annahme. dafl es sich bei TNF-BP urn einen Te.l e.nes zellularen 
Oberflachenrezeptors fiir TNF handelt. dessen extrazeituiare. fur die Bindung von TNF veramwonl.che 
Oomane proteolytisch abgespalten werden kann und in Form des tdslichen TNF-BP wiedergefunden wird. 
(Oaoei soil nicht ausgeschlossen werden. dad im Hinblick auf die Funktionsfahigkeit des Rezeptors dieses 
Protein gegebenenfails mit einem Oder met\reren anderen Proteinen assoziiert ist). 

Fur Zwecke der Produktion von TNF-BP in grtiflerem Maflstab wird vorteilharterweise nicht von der 
gesamten cONA ausgegangen. weil das Erfordernis der Abspaltung von TNF-BP von dem Te.l des Proteins, 
das den membrangebundenen Te.l des TNF-Rezeptors darstellt. beriicksichtigt werden muflte. Es w.rd 
vielmehr. wie bereits angefiihn. zweckmaflige^eise nach dem Codon fur Asn-172 durch genchtete 
Mutagenese ein Translationsstopcoaon eingefuhrt. urn eine ub'er das C-terminale Ende von TNF-B. 
hinausgehende Proteinsynthese zu verhmdern. 

Mit der zunachst erfindungsgemafl erhaltenen cONA. die eine Teilsequenz der fOr e.nen TNF-Rezeptcr 
kodierenden ONA darstellt. kahn man :ur vollstandigen Rezeptorsequenz gelangen. .ndem man z.B. mitteis 
modifizierter PCR (RACE = 'Vapid amplification of cQNA ends' (Frohman et a!., 1988)) das fenlende 3 * 
Ende mit Hilfe eines Primers, der aufgrund e.ner mdgiichst weit in Richtung 3 -Ende der vorhandenen 
50 cONA gelegenen Sequenz konstru.ert wurde. amplifiziert. Eine alternative Methods besteht .m konvent.onei- 
len Screenen der cONA-Bibliothek m,t der verfugbaren cONA bzw. Teilen davon als Sonde. 

Erfindungsgemafl wurde zunachst die Rarten-TNF-Rezeptor cONA .soliert m.t einer Teilsequenz daraus ■ 
die vollstandige humane TNF-Rezeotor cONA erhalten und zur Expression gebracht. 

Gegenstand der Erfindung ,st em humaner TNF-Rezeptor sowie die dafur kodierende ONA. Unte r d.ese 
55 Oefin.tion fallen auch ONAs. die fiir C- und. Oder N-term.nal verkurzte. z.B.prozessierte. Oder fur 

(z 3 durch Anderungen an oroteolytischen Spaitstellen. Glykosylierungsstellen Oder best.mmten Domarun- 
bere.chen, Formen bzw. fur Fragmente. z.B. die versch.edenen Oomanen. des TNF-Rezeo - 
Oiese ONAs kdnnen ,n Verb-ndung m,i den fur die Expression erforderiichen Kontrollsequen.en a.s 



20 



25 



JO 



JS 



40 



■(5 



EP 0 393 438 X2 



20 



Sestancteil rekomomanter ONA-Molekuie. die eoenfalls Gegenstand der voriiegenden Erfindung smd.-zur 
Transformation von orckaryotischen Oder eukaryotischen Wirtsorganismen verwendet wercen. Oacurcn «t3 
emerse.ts die Voraussetzung geschaffen. den TNF-Rezeotor bzw. Modifikationen Oder Fragmente davcn m 
grdderen Mengen auf rekombmantem Weg herzusteNen, um z.B. die Aufklarung der dre.dimens.cnaien 
Struktur des Rezeotors zu ermdglichen. Andererseits konnen mit diesen ONAs hdhere eukaryotiscne Zellen 
transformiert werden. um Studien Gber Mechanismen und Oynamtk der TNF.Rezeptor-Wecnselwirkung, cer 
Signaiucenragung bzw. uber die diesbezugiiche Reievanz der verscniedenen Rezectordcmanen ozw 
.Abschn.rten davon zu erhaiten. 

Oer rekombmante TNF-Rezeptor (bzw, Fragmente Oder Modifikationen davon) kann dazu verwencet 
warden. Substanzen auf ihre Wechseiwirkung mit TNF oder dem TNF-Rezeptor bzw. auf ihren Einflu/1 auf 
die durch TNF induzterte Signalubertragung zu untersuchen. Oerartige Screenings (unter Verwendung von 
Proteinen/Fragmenten bzw. von entsprechend transformierten hdheren eukaryotischen Zellen) schaffen die 
Voraussetzung fur die Identifizierung von Substanzen, die TNF substituieren. seme Sindung an den 
Rezeptor hemmen bzw. solche. die den Mechanismus der durch TNF ausgeldsren Signalubertragung 
blockieren oder verstarken kdnnen. 

Sine Mdglichkeit fur das Auffinden von Agonisten und Antagonisten von TNF bzw. dem TNF-Rezeptor # 
besteht in der Etablierung eines High Capacity Screening. Oabei wird eine geeignete Zellinie. vorzugsweise ' 
eine solche. die keinen endogenen humanen TNF-Rezeptor exprimiert. mit einem Vektor transformiert, der 
die fur einen funktionelten TNF-Rezeptor kodierende. gegenuber der naturlichen Sequenz gegebenenfalls, 
modifizierte. ONA enthalt. Oie Wirkung von Agonisten bzw. Antagonisten kann in einem derartigen 
Screening untersucht werden, indem die Antwort auf die Wechseiwirkung der Substanz mit dem Rezeotor. 
uber einen geeigneten Reporter (veranderte Enzymaktivitat. z.B. Proteinkinase C. Oder Genaktivierung. z.B. 
Mangan-Superoxiddismutase. NF-*8) verfolgt wird. 

Untersuchungen uber Mechanismen und Oynamik'der TNF/Rezeptor- Wechseiwirkung, der Signaluber- 
25 tragung bzw. die diesbezugliche Rolle der Rezeptordomanen konnen z.B. auch durchgefiihrt werden, indem 
DNA-Abschnitte. kodierend fur die extrazeitulare Oomane des TNF-Rezeptors (bzw. Teile davon) mit DNA- 
Abschnitten. kodierend fur verschiedene Transmembrandomanen und/oder verschiedene zytoplasmatische 
Domanen kombiniert und in eukaryotischen Zellen zur Expression gebracht werden. Oie dabei erhattlicnen 
hybriden Expressionsprodukte konnen geeignet sein, aufgrund gegebenenfalls veranderter Eigenscharten 
fur die Signaitransduktion Aufschlufl uber die diesbezugliche Relevanz der verscniedenen Rezeptordoma- 
nen zu geben. womit ein gezieltes Screening erfeichtert wird. 

Oie Verfugbarkeit der fur den TNF-Rezeptor kodierenden cONA bzw. Abschnitten davon stem die 
Voraussetzung dar. zur genomischen ONA zu gelangen. Oazu wird unter stringenten Bedingungen eine 
DNA-Bibiiothek gescreent und die erhaltenen Klone darauf untersucht. ob sie zusat2lich zu den kodierenden 
Regionen die fur die Genexpression erforderlichen regulatorischen Sequenzelemente aufweisen (z.B. 
Uberprufung auf Promotorfunktion durch Fusion mit kodierenden Regionen geeigneter Reportergene). Oer 
Erhalt der genomischen ONA-Sequenz bietet die Mdglichkeit. die im nicht fur den TNF-Rezeptor kodieren- 
den 8ereich, insbesondere in der s'-flankierenden Region, gelegenen regulatorischen Sequenzen auf eme 
etwaige Wechseiwirkung mit bekannten. die Genexpression modulierenden Substanzen. z.8. Transkriptions- 
faktoren. Steroide, zu untersuchen bzw. gegebenenfalls neue Substanzen. die mdglicherweise fur die 
Expression dieses Gens spezifische Wirkung haben. aufzufinden. Oie Ergebnisse solcher Untersuchungen 
bieten die Grundlage fur den gezielten Einsatz derartiger Substanzen fur die Modulation der TNF-Rezeptor- 
Expression und damit fur eine direkte 8eeinflussung der Fahigkeit der Zelle zur interaktion mit TNF. Oam.t 
konnen die spezifische Reaktion mit dem Liganden und die daraus resultierenden Wirkungen unterbunden 

as werden. _ 
im Rahmen der voriiegenden Erfindung sind auch ONAs mitumfaflt. die fiir Subtypen des TNF- 
Rezeptors bzw. seiner loslichen F6rmen kodieren. welche gegebenenfalls unterschiedliche Eigenscharten 
gegenuber dem voriiegenden TNf^Rezeptor aufwe.sen.Oabei handelt es sich um Expressionsprodukte. die 
aufgrund von alternativem Splicing entstanden sind und geanderte Strukturen in Teilbereichen aufwe.sen. 
z.B. Strukturen. die eine Veranderung der Affinitat und Spezifitat fiir den Liganden (TNF-a/TNF-4) oder e.ne 
Veranderung hinsichtlich Art und Effizienz der Signalubertragung bewirken konnen. 

Mit Hilfe der fur den TNF-Rezeptor kodierenden cONA konnen Nukleinsauren erhaiten werden. die m.t 
der cONA oder Abschn.tten davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybr.disieren und fur e.n 
Polypept.d m.t der Fahigke.t. TNF zu binden. kodieren oder die fur ein soiches Polypeptid kodierende 
Sequenz enthalten. 

Gegenstand der Erfindung ist in e.nem weiteren Aspekt das rekombinante TNF-8P. vorzugswe.se .n 
sekret.erbarer Form, das den loslichen Te.l des erlindungsgemaflen TNF-Rezeptors darsteiit sow.e c.e 
dafur kodierende ONA. 
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Ourch- Einonngen ames DNA-Korstruktes. enthaltend die fur TNF-3P kccerende Sequenz mit-iiner r(i.- 
ein Signaioectid kcdierenden Sequenz unter Kontroile eines geeigneten Promoters m geetgnere Wirtsorga- 
nisrnen. zweckmafligerweise in eukaryotische. bevorzugt hohere eukaryotische Zefien. kann 7NF-3P 
prcduz:ert werden. das in cen Zetiuterstand sekretiert wird. 

5 im Falle der Verwendung ernes Signalpeptids im Hinblick auf die Sekretion des Proteins wz 

zweckmafligerweise die fur das Signalpeptid kodierende ONA vor cas Codon fur Asp-t2 gerugt, urn *tn 
emneitiiches Produkt zu erhalten. Grundsatziich ist jedes Signalpeptid geeignet. das im entsprechencen 
Wirtsorganismus die Sekretion des reifen Proteins gewahrleistet. Gegebenenfalls kann die Signaisequenz 
auch vor das fur leu*t kodierende Triplert gesetzt werden. wobei in ciesem rail erforderlicn sem kann. die 

■*o durch Abspaltung des aus 1 1 Ammosauren bestehenden Peptids am N-Termmus entsteherde Form von 
TNF-8P vom nicht Oder nicht voilstandig prozessierten TNF-8P in einem zusatzlichen Remigungsschnrt /u' 
trennen. 

Oa die cONA nach oem Codon fiir Asn-i72. das aufgrund der C-terminaien Analyse den C*Termmus 
darstellt. kein Sjopcodon enthait. wird zweckmafligerweise im Hinbtick auf die Expression von 7NF-3P nacn 

/s dem Codon fur Asn 1 72 durch gerichtete Mutagenese ein Translationsstopcodon emgefunrt. 

Oie fiir TNF-8P kodierende ONA kann durch Mutation. Transposition, Qeietion. Addition oder VerkCf- 
zung modifiztert werden. sofern derartig modifizierte ONAs fur (Poly)peptide mit der Fahigkeit. TNF 
binden. kodieren. Derartige Modifikationen konnen z.8. darin bestehen. eine Oder mehrere der potentieiier. 
gegebenenfalls fur die biologische Aktivitat nicht erforderlichen Giykosylierungsstellen zu verandern. tn^em 

2Q z.S. das Asn-Codon durch ein fur eine andere Aminosaure kodierendes Triplert ersetzt wird. Unvy 
Serucksichtigung der Erhaltung der biologischen Aktivitat konnen auch Modifikationen vorgenommen 
werden. die in einer Anderung der Oisulfidbrucken (z.8. Verringerung deren Anzahl) resuitieren. 

Oie angefuhrten ONA-Moiekule steMen somit" die Voraussetzung fur die Konstruktion rekombinanter 
ONA-Molekule dar. die ebenfatls Gegenstand der Erfindung sind. Mit solchen rekombinanten ONA-Moteku- 

2S len in Form von Expressionsvektoren. enthaltend die fur ein Protein mit TNF-8P Aktivitat kodierende. 
gegebenenfalls in geeigneter Weise modifizierte ONA. vorzugsweise mit einer vorgeschalteten Signaise- 
quenz, und die fur die Expression des Proteins erforderlichen Kontrollsequenzen. konnen geeignete 
Wirtsorganisrnen transformiert, gezuchtet und das Protein gewonnen werden. 

Ebenso wie etwaige Modifikationen der ONA-Sequenz erfcigt die Auswahl von fiir die Expression 

:o geeigneten Wirtsorganisrnen insbesondere im Hinblick auf die biclcgische Wirkung des Proteins. TNF zu 
binden. Oaruberhinaus gehen die bet der Herstellung rekombinanter Proteine ublichen Kriterien wie 
Venraglichkeit mit dem gewahiten Vektor. Prozessierungsfahigkeit. isoiierung des Proteins, Expressionscha* 
rakteristika. Sicherheits- und Kostenaspekte in die Entscheidung ucer den Wirtsorganismus ein. Oie Wanl 
ernes geeigneten Vektors ergibt sich aus dem fiir die Transformation vorgesehenen Wirt. Grundsatziich smd 

:s alle Vektoren geeignet. die. die erfindungsgemaflen fur TNF-3P kodierenden ONAs (bzw. Modifikationen 
davon) replizieren und exprimieren. 

im Hinblick auf die biologische Aktivitat des Proteins ist Dei der Expression der fur TNF-3P kodieren- 
den ONA vor allem der etwaigen Relevanz der beim naturtichen Protein festgestellten Kriterien Glykosyiie- 
rung und hoher Anteil an Cysteinresten fur die Eigenschaft. TNF zu binden. Rechnung zu tragen. 

40 Zweckmaflig werden daher fiir die Expression Eukaryonten. insbesondere geeignete Expressionssysteme 
hdherer Eukaryonten. verwendet. 

(m Rahmen der vorltegenden Erfindung wurden sowohl transients als auch permanente Expression von 
TNF-3P in eukaryotischen Zeilen nachgewiesen. 

Oas erfindungsgemafle rekombinante TNF-8 ebenso wie geeignete Modifikationen davon. die dte 

43 Fahigkeit aufweisen. TNF zu binden. konnen bei der prophylaktischen und therapeutischen Benandlung des 
menschtichen Oder tierischen Kcrpers bei Indikationen eingesetzt werden. bei denen eine scnadigende 
Wirkung von TNF-a auftritt. • 

Oa beim TNF-3P auch sine TNF-d mhtbierende Wirkung nachgewiesen wurde. kann es (bzw. die 
verwandten bzw. modifizierren Polypeptide) in geeigneter Oosierung. gegebenenfalls in im Hinblick auf erne 

so gesteigerte Affinitat zu TNF-i modifizierter Form, auch fur die inh.bierung der Wirkung von TNF-;* im 
Organismus verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung smd daher weiters pharmazeutische Zubereitungen. enthaltend erne die 
biologische Wirkung von TNF*o undoder TNF-i wirksam hemmende Menge von rekombinantem TNF-8P - 
bzw. einem verwandten Poiypeptid mit der Fahigkeit. TNF zu bincen. 

55 Pharmazeutische Zubereitungen kommen insbesondere fur die parenterale Anwendung bei den erwann- 
ten indikationen. bei denen erne scnadigende Wirkung von TNF auftritt. in Betracht. z.8. m ^orm von 
lyophiiisaten Oder losungen. Oiese enthaiten TNF-BP Oder em :herapeutisch w.rksames funktioneiies 
Oenvat in theraoeutisch wirksamer Merge, gegebenenfalls zusammen m.t physiotogisch vertraglmnen 
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a) Konzentration des Hams 



50 



55 



200 i Oialyseharn von Uranmepatienten, aurbewanrt in Fiascnen enthaltend 50TA (10 g/i). 7ns [6 g.n. 
NaNi (t qA) und Benzamidinhydrochiortd (1 g*i) sowie !<uhl geiagert. wurden durch Ultrafiltration mirreis 
emem hochdurchlassigen Hamokapiilarfilter mit einer asymmetrtscrsen Hohlfasermembran (FH 33H. Garv r 
cro) auf 4.2 I mit emem Proteingehait von 557 g konzemriert. Oer kcnzentrierte Harn wurde gegen lOmM.i 
Tris HCI. pH 3 diaiysiert. Wahrend dieses Vorgangs wurde. wie in den nacnfclgenden Schntren (au/3er 3*i« 
der Reverse Phase Chromatograpnie). imM/l Benzamidinhydrochiorid zugefugt. um proteoiytischem Vercau 
entgegenzuwirken. Alle nachrolgenden Reinigungsschntte warden, wenn nicht anders angegeben. cei 4 C 
durchgefuhrt 



b) lonenaustauschchromatographie ^ 

Oieser Schritt wurde durchgefuhrt. indem DEAE*Sephacel-Saulen (2.5 x 40 cm) mit Proben konzentrfafa. 
ten und dialysierten Harns. enthaltend je ca. 75 g Protein, beschickt wurden. Eluiert wurde mit 300 ml e»n*s, 
NaC! /lOmM TrisHCl pH-S-Gradienten. wobei die NaCI Konzentration 0 bis 0.4 M betrug. Oie das TlNF *aP^ 
enthaltenden Fraktionen von sieben Sauien mit einem Gesamtproteingehalt von 114 g wurden bet -20 Q 
geiagert. « 



c) Affinitatschromatographie 

2ur Hersteilung der TNF-Sepharosesaule wurde *rTNF*ar (15 mg) in 0.1 M NaHCOi. 1 M NaCI. pH 9 
25 (Kopplungspuffer) an 1,5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 48 (Pharmacia) gekoppett. Oie Sepharose 
wurde in imM HCI gequollen und mil Kopplungspuffer gewascnen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden iang bet Raumtemperatur rotieren gelassen. Oer Uberschufl an CNBr-Gruppen wurde 
durch eineinhaibstundige Rotation mit iM Ethanoiamin. pH 8 blockiert. Oie TNF-Sepharose wurde em.ge 
Male abwechselnd in IM NaCI. 0.1 M Natriumacetat pH 3 und l M NaCI. 0.1 M 8orsaure pH 4 gewascnen 
30 und anschlieflend in phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit imM Benzamidinhydrochiorid geiagert. Oie 
aus Schritt b) erhaltenen Fraktionen wurden auf eine Konzentration von 0.2 M NaCI. lOmM Tris/HCl. pH 3 
emgestellt. Oie TNF-Sepharose wurde in eine Saule gepackt und mit 0.2 M NaCI. lOmM Tris HCI. pH 3 
gewascnen und die TNF-8P enthaltenden Fraktionen. entsprechend ca. 30 g Protein, bei einer Ourchfluflra- 
te von 10 ml,h aufgetragen und ausgiebig mit 0.2 M NaCI. lOmM Tris HCI. pH 8 gewascnen. bis im Eluat 
is bei 280nm keine Absorption mehr nachweisbar war. Anschlieflend wurde TNF-8P mit 0.2 M GlyciaHCI. pH 
2.5 eluiert. 

TNF-BP enthaltende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Poiyetnyi- 
englykoi (MG 6000) • bis zu einer Endkonzentration von 10 mg/mt - lyophilisiert. Oie lyophilisierte Probe 
wurde in destilliertem Wasser geldst und gegen destilliertes Wasser diaiysiert. (Oie dialysierte Probe (4 ml) 
wurde in tiefgefrorenem Zustand geiagert.) 

Oieser Reinigungsschritt brachte gegenuber dem vorangegangenen eine weitere Anreicherung um das 
ca 9000 fache. SDS-PAGE (durchgefuhrt. wie in Vorversuch 2 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen zeigte die Elution von drei Hauptkomponenten mit Molekulargewichten von 28 000. 30 000 und 
50 000 . 

d) Reverse Phase Chromatographic 



Ein aliquoter Anteil (i rrfo der aus Schritt c> erhaltenen Fraktionen mit e.nem Zusatz von O.i * 
Trifluoress.gsaure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 Saule (Pharmacia), die an e.n FPLvSystem 
(Pharmacia) angeschlossen war. aufgetragen. Oie Saule wurde mit 0.1 %iger Trifluoressigsaure equ il.or.ert 
und bei Raumtemperatur mit einem .inearen .5 ml Gradienten von .0 Vol% bis 50 Vol". Acetormnl 
-nthaitend O.t % Trifluoressigsaure. beschickt: die Ourchfluflrate betrug 0.3 ml/m.n. Fraktionen von 0.5 mi 
wurden gesammelt und die Absorption bei 280nm sowie die Aktivitat des TNF-a bmdenden Prote.ns m.t 
Hiife des Kompetitionsbindungstest. wie im Be.spiel t angegeben.bestimmt. wobe. .ewe.is 0.01 u,i Prow 
wwendet wurden. TNF-8P eiu.erte ais ein e.nz.ger Aktivitatspeak entsprechend emem scharfen uv- 
Absorpt.onspeak. . 
0.eser letzte Reinigungsschritt brachte eine Zunahme der speafischen Aktivitat um das ca. 29 facn.. -.e 
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Gesamtzunanrne an Aktivitat gegeniiber dem Ausgangsmatenal (konzentnerter Oiaiyseharn) cecrug ^as ca. 
i.i x 10* fache. 

SOS-PAGE der reduzienen und nicht reduzierten Prooe. durchgefuhrt wie in Vorversucn 2 angegecen. 
ergab eme diffuse 3ance. die auf das Vorhandensein eines emzigen Polypeptids .-nit emem Moiekuiarge- 

5 wicnt von ca. 30 000 nmwies. Oas diffuse Srscheinungsbild dec 3ande kann auf das Voriiegen emer Oder 
menrerer neterogener GlykGsyi»erungen und/oder eines zweiten. in geringer Menge vorhandenen Pclycep- 
'ids rjrGckzufuhren sem. Oie Annahme, dabei kdnnte es sich urn ein Polypeptid mn dem in Vorversucn 3d 
als Necensequenz bestimmten N-Terminus handeln. das gegenuber TNF-3P am N-Termmus veriangen ist. 
wurde durcn die Sequenz cer cONA bestatigt. wonach zwischen der Signalsequenz und Asn (Pos.i2) em 

.■c Adscnnm *cr\ 1 1 Aminosauren vortiegt. dessen Sequent mit der N-terminaien Nebensequenz ucerem- 
stimmt und der offenstchtlich vcm prozessierten Protein abgespatten wird. 



Vorversucn 2 



SOS-Polyacryiamidgeieiektrophorese (SOS-PAGE) 

SOS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmli (Laemmli. 1970) auf 18 cm langen. IS cm oretten^ 
20 * und i.S mm dicken Flachgeien mit 10 Taschen rmttels einer 1KB 2001 Elektrophorese-Einheit durchgefuha.' 
Oer Proteingehalt der Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversucn 1) wurde mitteis 3io-Rad ; 
Protein Assay bestimmt bzw. aus der Absorption bet 280 nm berechnet. wobei einer Absorption von 1.0 ein' 
Gehalt von 1 mg TNF-3P/ml zugeordnet wurde. 

Oie Proben, enthaltend ca. 25 ug Protein (aus Vorversucn 1c) or*, ca. 5 ug (aus id) in reduziener (tf- 
25 Mercaptoethand) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%iges Sammelgel und ein 5 bis 20%iges 
' iineares Polyacryiamidgradientengel aufgetragen. Oie Eiektrophorese wurde bei 25mA/Gel ohne Kuhiung 
gefahren. Als Molekulargewichtsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase 8 (MG 94 000). Rinderserumal- 
bumin (MG 67 000). Ovalbumin (MG 43 000). Karboanhydrase (MG 30 000). Sojabohnen.Trypsin.nh.b.tor 
(MG 20 ICQ) und a-taktalbumin (MG U 400) verwendet. Oie Gele wurden mit Coomassie Slue in 7%.ger 
30 Essigsaure^'^gem Ethanol gefarbt und in 7%iger Essigsaure/25%igem Ethanol entfarbt. 

Oas Ergebnis der SOS-PAGE zeigte TNF-8P als Polypeptidkette mit einem Molekulargew.cnt von ca. 
30.000 . 



35 Vorversucn 3 



a) Prcbenvorbereitung 

m> 15 ug des nach Vorversuch id) gere.nigten Proteins wurden Goer Reverse Phase HPLC entsalzt und 
waiter gereintgt. Oazu wurden e.ne Sakerbond WP Cl8 Saule (Baker; 4.6 x 250 mm) und 0.1 %jge 
Tnfluoressigsaure ,n Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens 8) als mobile Phase verwendet Die 
Gradientensteigerung betrug 20 bis 63 % Eluens 8 in 24 min. Oie Oetektion erfolgte parallel be^M nn 
und bei 280 nm. Oie TNF-3P enthaltende Fraktion wurde gesammelt. getrocknet und m 75 ul /0 *-ger 

.js Ameisensaure geicst und direkt fur die Aminosauresequenzanalyse verwendet. 

b) Aminosauresequenzanalyse / 

Oie auwmatische AminosaVesequenzanalyse wurde mit einem Applied Siosystems *77 A Flussigpha- 
sensequenatcr durch On-line 3estimmung der freigesetzten Phenylthiohydantoin-Oerivate mitteis Applied 
8iosystems Analysator Modeil 1 20 A PTH. durchgefuhrt. 
Sie ergab die fdgende N-termmale Sequenz als Hauptsequenz 
(ca 30 % der Proteinmenge). Aso-Sef-Val-Xaa-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-GIn-. 

Oaneben war folgende Ne&ensequenz nacnzuweisen: Lati-(ValMPro)-(HisKeu-Gly-Xaa-Arg-Glu-- (Ou m 
Kiammer stehenden Aminosauren konnten mcht eindeutig identifiziert werden.) 
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Vcrversucn 4 



SOS-PAGE 



Die Profcenvorcereitung wurde *ie im Vorversuch 3 durchgefuhrt mit dem Unterschied. da/3 die 
probenmenge 10 tig cetrug. Oie Prcce wurde in 50 al Wasser aufgencmmen und in 4 Portionen get*** 
Einer der vier aliquoten Teile wurce zur Reinheitsbestimmung mscteis SOS-PAGE nach der Meihcde von 
Laemnli (24) mit DTT' (Oithiothreitoi) reauziert und auf Mimgelen (Hofer. 55x30x0,75 mm. 15 %) getrernt: 
als Moiekulargewichtsmarker wurde der im Vorversuch 3 angegebene verwendet. Oie Farbung arfcigte f:aor ; 
der Methode von Oakley {Oakley, et al.. 1986). Oas ESektrooherogramm ist in Fig. 9 dargesteilt. Es :*o/. - 
erne e.nzige 8ande bet einem Molekulargewicht von ca. 30 000. ' I 



;s Seispiel t 



a) Tryptic Peptide Mapping 



30 



20 Etwa 60 ag des nach Vorversuch id) gereinigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC ems'ajzt , 
und damn we.ter gereinigt. Oazu wurden eine Bakerbond WP C18 Saule (Baker: 4,6 x 250 mm) und 
0 l%ige Tnfluoressigsaure in Wasser (Eiuens A) bzw. in Acetonitril (Eiuens 8) als mobile Phase verwende.t. , 
Oie Gradientensteigerung betrug 20 bis 63% Eiuens 8 in 24 min. Oie Oetektion erfolgte parallel bet 2u nm 
und bei 280 nm. Oie TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszeit etwa 1 3.0 min) wurde gesammelt. 
25 getrocknet und in 60 al l%igem Ammoniumbicarbonat geidst. 

Oieser Losung -wurden 1% w,w. entsprechend 0.6 ag Trypsin (Boehrtnger Mannheim) zugesetzt und die 
Reaktionsm.schung 6 Stunden bei 37* C inkubiert Danach wurden nochmais 1% w/w Trypsin zugesetzt und 
die inkubation uber Nacht fortgesetzt. 

Zur Reduktion der Oisulfidbrucken wurde der Reaktionsansatz anschlieflend mit 60 al 5 M Harnstorf 
und mit 12 al 0.5 M Oithiothreitoi versetzt und 2 Stunden bei flaumtemperatur stehengelassen. 

Oie Auftrennung der sntstandenen tryptischen Spaltpepttde erfolgte uber Reverse Phase HPLC. wooei 
e.ne Delta Pak Ci8 Saule (Waters. 3.9 x ISO mm. 5 am Teilchendurchmesser, 100 A Porendurchmesser) 
be. 30 'C und 0 i%ige Tr.fluoress.gsaure in Wasser (Eiuens A) bzw. .n Acetonitril (Eiuens 8) als mooile 
Phase ver^endet wurden. Oie Gradientenste.gerung betrug 0 bis 55% Eiuens B in 55 min, danach wurde 
55% 8 fur 15 m.n beibehalten. Oie F!u/3rate betrug i ml/min. die Oetektion erfolgte parallel be. 2t4 nm (0.5 
AUFS) und bei 280 nm (0.05 AUF3). 
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b) Sequenzanatyse von tryptischen Peptiden 

" Einige der nach a) gewonnenen tryptischen Spaltpeptide von TNF-BP wurden der autcmatiscnen 
Aminosauresequenzanalyse unterworfen. Oazu wurden die entsprechenden Fraktionen aus der Reverse 
Phase HPLC gesammelt. getrocknet und in 75 al 70%iger Ame.sensaure gelcst. Diese Losungen wurden 
d.rekt fur die Sequenzierung in e.nem Applied Biosystems 477' A Pulsed Liquid Phase Sequenator 
.ingesetzt. tab.l enthalt die Ergebn.sse der Sequenzanalyse der tryptischen Pept.de. wobe. die .n 
Klammern angefuhrten Aminosauren n.cnt m.t Sicherheit nachgewiesen werden konnten. O.e Angabe xaa 
bedeutet dafl an dieser Stella die Aminosaure n.cht identifiziert werden konnte. 

In der Fraktion 8 konnte die Aminosaure in Position 6 nicht identifiziert werden. O.e Sequenz -Xaa-Asn-ber- 
fur die Positton 6-3 laflt vermuten, da/3 die Aminosaure 6 in gtykosylierter rorm vorl.egt. 

so in der Fraktion 17 konnte die Am.nosaure in Pos.tion 6 ebenfalls nicht identifiziert werden. O.e Sequen 
-Xaa-Asn-Se, (bere.ts in Fraktion 3 auftretend) fur die Positionen 6 bis 8 laflt vermute . daj -«e 
Am.nosaure 3 in g.ykosyi.erter Form vor.iegt. Oie ersten 13 Aminosauren der Fraktion u.-nd ^ehend 
.dentisch m.t der Fraktion 8: bei Fraktion 17 durfte es sich somit urn em Pept.d handein. das dure 
unvollstandige tryptische Spaltung entstanden .st. ...... c Sowohl in 

35 Auffallend ist die -denutat der Fraktion 21 mit den Positionen 7 b.s U der Frakao Sowohl n 
Frakt.on 21 als auch in Fraktion 27 bricht d-e Sequenz nach der Aminosaure Asparag.n <Po*t.on 3 bz*. i > 
p,b ,°cn ab. obwoh. h,er ke.ne trypt.sche Spaltung zu erwanen ,st. O.es -st ,e, Hindis darau 
Am.nosaure Asoarag.n (Pos.t.on 3 in Frakt.on 2t bzw. Pos.tion u ,n Fraktion 20 d.e C.*rm.na.e 
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Aminosaure von TNF-9P sein :<onnte. 

Auffallend ■ st die **ettgehende idenutat der Sequenz der nur in geringer Menge auftretenden Frakticn 
12 mit dec in Var/ersucn 10 bestimmten Necensecuenz des N-Termmus. Oad die Proteme der Haupt- -jnd 
Nebensequenz auf emer analytiscnen Reverse Phase HPlC-Saule (Vor/ersucn 3b) nicht trennbar *aren. 
liefeae emen Hinweis dafur. da/3 es sicn bet dem Protein mit der Nebensequenz um eine am N-Termmus 
venangerte Form des TNF-BP handed, die durch Prozessieomg zum Gromeil in das Protein rrnt cer 
Hauptsequenz ubertunrt wird. 

Fraktion Aminosauresequenz 



'0 



is 



20 



2 
3 



Asp - Ser - Val - Cys - Pro - Gin. - Gly - Lys 
Xaa - Xaa - Leu - Ser -(Cys)- Ser - Lys 
Asp - Thr - Val - (Cys)- Gly -(Cys)- Arg 
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SO 
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Glu - Asn - Glu - (Cys)- Val - Ser - (Cys) 
Ser - Asn -(Cys) - Lys 

Glu - Asn - Glu -(Cys)- Val - Ser - (Cys)- 
(Ser)- Asn - (Cys)- Lys - (Lys) 

Tyr - lie - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- lie - Xaa - Xaa - Xaa - Lys 

Glu - Cys - Glu - Ser - Gly - Ser - Phe - Thr 

- Ala - Ser - Glu - Asn -(Asn) - (Lys) 

Leu - Val - Pro - His - Leu - Gly - Asp - Arg 

Lys - Glu - Met.- Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys)- Thr - Val - Asp - (Arg) 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - 

(Glu) - Met - Gly - Gin - Val -(Glu)- (He) - 
(Ser)- Xaa - Xaa - Xaa - (Val) -(Asp)- 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys) - Thr - Val - Asp - Arg - 
Asp - Thr - Val - (Cys) - Gly - 

Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - (Cys) - (Cys)- Thr - Lys - (Cys) - His 

- Lys - Gly - Xaa - Tyr - 

Gly / Thr - Tyr . - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - Asp - Thr - 
Xaa - Xaa - Arg 
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• ... 

21- Leu - (Cys) - Leu - Pro - Gin - lie - Glu - 

Asn 

5 

26 Gin - Asn - Thr - Val -(Cys)- Thr - Xaa - 

(His)- Ala - Gly - Phe - (Phe) - Leu - (Arg) 

: ° 27 Ser - Leu - Glu - (Cys) - Thr - Lys - Leu - 

(Cys)- Leu - Pro - Gin - lie - Glu - Asn 

'5 TahPll<» l: Aminosauresequenzen der analysierten 

tryptischen Peptide von TNF-BP 
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Beispiel 2 



Analyse des C-Terminus 

Oiese Analyse wurde nach dem Pnnzip der in (Hsieng et al.. 1988) beschriebenen Methode durchge- 

' Uhf Etwa 30 ag des nach Vorversuch 2d) geremigten Proteins wurden iiber Reverse Phase HPLC entsaizt 
und damit we.ter gere.nigt. Oazu wurden eine Sakerbond WP CIS Saule (Baker: 4.6 * 250 mm) und 
0 i%,ge Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens 3) als mobile Phase verwencet. 
Oie Gradientenste.gerung betrug 20 bis 58% Eluens 3 in 24 min. Oie Oetektion erfolgte parallel be. 214 nm 
und be. 280 nm. Oie TNF-SP enthaitende Fraktion (Retentionszeit ewa 13.0 mm) wurde gesammeit. 
qetrocknet und in 120 aUO mM Natnumacetat lauf pH 4 gestellt mit i N HCI) gelbst. 

Oieser Losung wurden 6 al 8rij 35 (10 mg.ml in Wasser) sowie i.S al Carboxypeptidase P (0.1 mg.mi 
in Wasser. Boehringer Mannheim. Nr. 310U2) zugesetzt. Oas entspr.cht einem Gew.chtsverhaltn.s Enzym 
zu Protein von 1 zu 400 (Frohman et al.. 1988). 

Sofort nach Zusatz des Enzyms wurde sine Probe von 20 al der Reaktionsmischung entnommen und 
darin die enzymatische Reaktion durcn Ansauern mit 2 al konzentrierter Trifluoressigsaure und durch 
Gefneren bei • 20 ' C unterbrochen. 

Oie Reaktionsm.sch U ng wurde im Kuhischrank (ca. 3 C) stehengelassen und Proben zu , ,e 2C al nach 
10 20 60 und 120 Minuten entnommen. Oer Rest der Reaktionsmischung wurde wenere 120 M.nuten oe. 
Raumtemperatur belassen. Alle Proben wurden sofon nach der Entnahme durch ZuMtt ^ n J ttl kon '^ 
trierter Trifluoressigsaure angesauert und be. -20 'C eingefroren. wodurch d.e enzymatische Reason 

"^.erzumtschriebenen Probenansatz mi. etwa 60 ag TNF-8P wurde unter identischen Bedingun- 
gen ein Reagentienblindwert angesetzt. dem ke.n Protein zugesetzt worden war. 

Nach der letzten Probennahme wurden alia Proben 30 Minuten lang in einem Speed Vac Concntra or 
getrocknet. mi, 10 a. einer Losung aus 2 Te.len Athanol. 2 Te.len Wasser und . T «' T "*^ n ' " 
-Redrying solution" des Picotag-Aminosaureanalysesystems der Fa. Waters) versetzt und nochmals ; <urz 
getrockne't. Oanach wurden die Jroben zur Oerivat.sierung der vom C-Terminus abgespalteten 
mit ie 20 a. des "Oer.vatisation Reagens" (71:,:1 = Athano. : Wasser : Tnathyiam.n : p ^ h ^ c ^ 
Scofag System) versetzt. 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann . Stunde .n *n.m 
Soeed Vac Concentrator getrocknet. . 

Zur Analyse der derivatisienen Am.nosauren wurden die Proben in .00 a. "Sample 0 uen. «P coug 
System der Fa.Wa.ers) gelbst. Von diesen Losung wurden ,e 50 al m.t Reverse .Phase HPLC (Sauie_ 
mobJe Phase und Gradient nach Ong.na.vorschnrt des Pico.ag-Systems der Fa.Waters. analy*.* 0.e 
Chrolog L der Proben und Reagentienblinowerte wurden m,t dem Chroma.ogramm e.nes analog 
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denvatisieran Gemisches (100 pMol/Aminosaure) von Standardaminosauren (Fa.3eckman) vergiicren. 

Wie aus den quart titatwen Ergebmssen der Picotag-Ammosaureanalyse (Tabeiie 2) ersicntiicn • st. is; 
Asoaragm mit noner Wahrscnemlicnkeit die C-terminale Ammosaure von TNF-3P. Neben Ascaragin 
konnten nach 2*0 Minuten Reaktionszeit aucn Glutammsaure und in germgerer Menge Isoieucin nacnge^ie- 
sen werden. Signifikan; Liber dem Reagentienbiindwen liegende Mengen von anderen Aminosauren konnten 
aucn nach 2*0 Minuten Reaktionszeit nicht gefunden werden. Dieses Srgebnis (-He-Glu-Asn ais 
Terrr.muS) ces;a!ict die aus der N-terminalen Sequenzierung der tryptiscfien Peptide 21 und 27 acgeieite/p,, 
Varirutung. dad die bet diesen Peptiden C-termmal identifizierten Aminosauren • lle-Glue-Asn (Seispiei \z) 
den C-Temmus von TNF-3P dars;el!en. 

Tabeiie 2: ; 
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Reaktionszeit 




Integratoreinheiten fur 








die Aminosauren 




Isoleucm 


Glutaminsaure 


Aspargin 


0 
10 








20 






83.304 


SO 






163.250 


120 






319.470 


240 


85.537 


152.350 


416.570 


Quantitative Auswertung der Picotag-Aminosaureanalyse 


nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



:o Methoden zu den 3e.spielen 3 bis 7: 

in den nachtolgenden Seisp.elen wurden. sofern nicht ausdrucklich anders angegeben. molekularbioio- 
^ische Standardmethoden verwendet. die einschlagigen Handbuchern entnommen werden konnen bz*. 
d-n von den Hersteilern emplohlenen 8edingungen entspfechen. Urn die 8eschreibung der nacnrolgenden 

" Se.soiele :u vere.nfachen. -erden oft wiederkehrende Methoden bzw. Bezeichnungen kurz beschneben: 

-Scnna'«Sen* Oder "Veroauen" von ONA bez-.eht sich auf die katalyt.sche Spaltung der ONA m.neis 
Re«riktionsandonukleasen (Restriktionsenzymen) an fur diese spezifischen Stellen (Restriktionsstellem. 
Restr.kt.onsendonukleasen s.nd kauflich erhaltlich und werden unter den von den Hersteilern ernpfohlenen 
Bedingungen (Puffer. Rinderserumaibumin (8SA) als Tragerproteifl. Dithiothreit (OTT) als Ox.da .onsschut > 

10 a.ngesetzt. Restriktionsendonukleasen werden mit einem Groflbuchstaben. meist gefolgt von Kle.nbuchs.a- 
ben und normalerweise einer rom.schen Zirfer. bezeichnet. Oie Buchstaben hangen von dem M.kroorgan.s- 
mus ab aus dem die betreffende flestr.ktionsendonuklease isoliert wurde (z.B.: Sma I: Serraoa marc-s- 
c-ns) Oblicnerweise wird etwa I ag ONA mit einer Oder mehreren Einheiten des Enzyms .n etwa 20 l. 
Purf^ridsung geschnirten. Normaierwe.se wird e.ne Inkubationsdauer von i Stunde be. 37 C verwendeL 

JS kann aber laut den Verwendungsvorschriften des Herste.lers variiert werden. Nach dem Sc jneulen w,* 
mancnmal die s'Phosohatgrupoe durch Inxubation mit alkalischer Phosphatase aus Kamsdarm (C P 
anrtern,. Dies dient zur Verhinderung e.ner ungewunschten Reaktion der ^e^'^en S^e .n e,ne 
nacnroioenden UgasereakWfz.B. Zirku.arisierung eines linearisierten PUas m.ds ohne 
2 weiten'0NA.Pragmentes). Wenn n.cht anders angegeben. werden ONA-Fragmente nach Schne.cen 

50 mi. Restriktionsendonuk.easen normalerweise nicht dephosphoryliert. ^ <M «y^*^ 

tion m.t alkalischer Phosphatase s.nd z.S. dem Mi 3 Cloning und Sequenc.ng Handbuch ™ 
Sequence Handbook. Fa Amersham. p V ,2»8»t2) zu en.nehmen.Nach der Inkubat.on w.rd *°<*^ u 
Sxtraktion m.t Pheno. und Chloroform entfernt und die ONA aus der waflrigen Phase durch Zusatz von 

Athanol prazioifert. aactriwtmnsv a r* 
55 -iwiierung" eines Sest.mmten ONA Fragments bedeutet die Aurtrennung der durch ^" est, * , " n5 " m 
dtu ernaitenen ONA-Fragmen.e. z 3. auf e.nem .% Agarosegei. Nach der S^'"'™ und c m 
Sichtoarmachen der ONA ,m uv-Ucht durch Anfarben mi t Athidiumbrom^d ,690 
Fragment anhard m.taulgetraganer Moiekulargew.chtsmarker lokaiis.ert und durch we.tere E.ektropnc _ 
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an 0£ 3i Papier {Scnleicner unc Schull) geounden. Oie ONA wird durcn Spulen mit Niedngsafzpuffer fr2CO 
mM NaCl. 20 mM Tris pH = 7.5. i mM 50TA) gewaschen und anschliedend mit emem Hocnsaizourfer (f M 
NaCL 20 mM Tns pH = 7.5, 1 mM EOTA) eluiert. Oie ONA wird durcn Zusatz von Athanoi prazipitiert. 

" Transformation * beceutet das Einoringen von ONA in einen Orgamsmus. so dad die ONA dorr 

5 repiizierbar ist. entweder exrrachromosomal Oder chromosomal integnen. Transformation von c.coli foigt car 
im Mi 3 Cloning and Sequencing Handbucn (Cloning and Sequencing Handbook, Fa. Amersham. 
PK 1 29 33- 1 2) angegecenen Methode. 

"Sequenzieren" emer ONA cedeutet die Sestimmung der Nukieotiasequenz. Oazu wird zunachst die zu 
sequenzierende ONA mit verscntedenen Restriktionsenzymen geschnitten. und die Fragmente wercen m 

jo entsorechend geschnittene Ml 3 mp3. mp9. mp!8 Oder mpi9 Qocpeistrang ONA emgeoracht. Oder es 
werden die ONA mittels Ultrascnall fragmentiert. die Enden repariert und die groflenselektionierten Frag- 
mente in Sma I geschnirtene. dephosphoryliene M13 mp8 ONA eingebracht (Shotgun Methode). Nach der m 
Transformation von 6. colt JM 1 0 1 wird 5inzelstrang ONA aus rekombinanten Mi3 Phagen entsorechend 
dem Ml 3 Cloning and Sequencing manual (Cloning and Sequencing Handbook. Fa Amersham. 

t$ Pl/129/83/12) isoliert und nach der Oidesoxymethode (Sanger et al.. 1977) sequenziert Als Alternative zur ; 
Verwendung des Klenowfragment der c.coli ONA Polymerase I bietet sich dabei die T7-ONA Polymerase * 
an ("Sequenase. Fa. United States Biochemical Corporation). Oie Sequenzreaktionen werden entsprechend; 
dem Handbucn 'Sequenase: Step-by-Step Protocols for ONA Sequencing With Sequenase" (Version 2.0) 
durchgefuhrt. 

Sine weitere Sequenziermethode besteht im Klonieren der zu sequenzierenden ONA in einen Vektor.. 
der unter anderem einen Replikationsursprung eines DNA-Einzeistrangphagen (Ml 3. M) tragi (z.B. 8iuescri- r 
be Oder Bluescript M13 von Stratagene). Nach Transformation von E.coli JM101 mit dem rekombinanten. 
Molekul konnen die Transformanten mit einem Helferphagen. zB. M13K07 Oder R408 von Promega) inrizfert 
werden. Als Resultat erhalt man eine Mischung aus Helferphagen und verpacktem. einzeistrangigem 
rekombinanten Vektor. Oie Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfolgt in Analogie zu der Mi 3 
Methode. Ooppelstrangige Plasmid-ONA wurde entsprechend dem oben angefuhrten Sequenzierhandbucn 
durch Alkalibehandtung denaturiert und direkt sequenziert. 

Oie Ausweriung der Secuenzen erfolgte mineis der ursprunglich von R. Staden (Staden et al.. 1982) 
entwickelten und von Ch. Pieler (Pieler, 1987) modifizterten Computerprogramme. 

'Ligieren" bezieht sich auf den Prozefl der Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden 
von Ooppelstrang-ONA Fragmented Gbiicherweise werden zwischen 0.02 und 0,2 ug ONA-Fragmente .n 10 
al mit etwa 5 units T4-0NA Ligase ("Ugase") in einer geeigneten Pufferlosung ligiert (Maniatis et al.. 1982). 
"Preparation " von ONA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid ONA aus 8akterien mittels 
der alkaiischen SOS Methode. modifiziert nach Simboim und Ooly. unter Weglassen des Lysozyms. Oaoet 
35 werden die Bakterien aus 1.5 bis 50 ml Kultur verwendet. 

"Oligonukleotide" sind kurze Polydesoxynukleotide. die chemisch synthetisiert werden. Oazu wurde der 
Applied Siosystems Synthesizer Modell 38iA verwendet. Oie Oligonukteotide werden entsorechend dem 
Modell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbe.tet. Sequenzprimer werden ohne weitere Rem.- 
gung direkt eingesetzt. Andere Oligonukleotide werden bis zu einer Kettenfange von 70 durch die OPC - 
40 Methode gereinigt (OPC =■ Oligonudeotid purification column. Applied Biosystems. Product Bulletin. 
January 1988). langere Oligonukleotide werden durch Polyacrylamidgelelectrophorese (6% Acryiam.o. 
0,15% Bisacrylamid. 6 M Harnstorf. TBE-Puffer) gereinigt und nach der Elution aus dem Gel uber e.ne G-25 
Sepharosesaule entsaizt. 
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Beispiel 3 



i 

Herstellung von TNF-BP-spezifisch'en Hybridisierungssonden 

Oie Auswahl der Oligonukleotide wurde im Hinbl.ck auf deren Verwendung zur Ampiifizierung von cONA 

mittels PCR getrorfen: a . 

a) Aus der N-terminaien Am.nosauresequenz des TNF-Bindungsproteins (Hauptsequenz. erhalten aus 

Vorversucn 3 und Beispiel I. Fraktion !) 

Aso-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-ile-His-Pro-Gln- nrnnn,.wieo- 
wurde -n Heptapeptid-8ere.cn ausgewahit. der die n.edr.gste Komplex.tat e.nes gem.scmen Ol.gonukieo 
(ids 2um Hybr.disieren an cONA zuiaflt: Es s.nd dies die Am.nosauren 6 bis 12. Urn d.e Kcmpiex.tat aes 
Mischoiigonukleorids herabzusetzen. wurden v.er Mischoiigonukleot.de mit emer Komplex.tat von ,e«e> 
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ner^esreitt.- Die Oligonukleotide burden in Ricntung der mflNA hergesteilt. s<e sine! scmit 2um 3 Ence tar 
Secuenz onentiert und icentiscn mit cem mchtkodierenden Strang des TNF-BP-Gens: 



Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 



5 ' CAA GGT AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/1 £31-1639 
G G C C C 

t0 A 

5* CAA GGC AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/2 
, 5 G G C C C 

A 

5 1 CAA GGA AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/3 
G G C C C 

20 

A 

5* CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 3 1 TNF-BP #3/4 EBI-1642 
25 . G G C C C 

A 

3Q b) Aus der Aminosauresequenz eines tryptischen Peptides (Fraktion 11 des tryptischen Verdaus) der 
Aminosauresequenz 

Glu-Cys-Qlu-SefGly-Ser-Phe-Thr-Ala-Sef-<GluiCys)-Asn-Asn-Lys (vgl. Seispiel D 

wurda ein Peptid-8ereich ausgewahlt und ein weiterer Satz von Mischoligonukleotiden synmetisiert: 



E3I-1640 



E3I-1641 
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-Phe-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 

Cys 

TNF-BP #4/5 (£31-1653): 

3 'AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 

.. G G T T T 
T 

TNF-BP #4/6 (EBI-1654): 

3 'AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G T 

TNF-BP #4/7 (E3I-1657): 

3' AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T G 
T 

TNF-BP #4/8 (EBI-1658): 

3' AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G G 
T 

Oie Oliconukleottde wurden komplementar zur mRNA synthetisiert und s.nd som.t zum 5 Ends der 
Sequenz orientiert Urn das amplifizierre ONA-Fragment im Anschlu/3 an die PCR effizient klon.eren zu 
konnen wurde auch e.n BamHI-Unker am 5 Hnde der Oligonukleot.de vorgesehen. Werden z.B. die 
Oligonukleotide TNF-BP **S* geme.nsam m.t TNF-BP #3/ 1-4 fur die PGR an der gesamten \-ONA e.ner 
B.bliothek e.ngesetzt. kann ein etwa resultierendes ONA Fragment m.t BamHI nachgeschn.rten werden. Die 
Partner-Otigonukieotide ergeben ein gerades Ende am S* Terminus, das Fragment kann som.t in d.e Smal- 
8amHI-Stellen eines geeigneten Vektors kloniert werden. 

Jedes Mischoligonukieotid TNF-BP bis 3 ist eine Mischung aus 48 E.nzelnukleot.den und 
berucksichtigt eintge Codons nicht. und zwar: 
Thr ACG 

Ala GCG und GCT 
Ser TCG und TCC 

ASn si T GCT wird die Moglichke.t in Betracht gezogen. da/3 das zu GCC (Ala) komplementare Triple* CGG 
durch Ausbildung e.ner G-T Brucke w.rksam se.n kann. bei TCG (Ser) und AAT (Asn) gilt dasselbe 

1362 acq! GCG und TCG sind auflerst seitene Codons (CG-Regel) und wurden deshalb nicht berucksichtigt. 
8eisp.el 4 

Amplifizierung einer fur TNF-BP kodierenden Teilsequenz aus einer cONA-Bibliothek. 
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a) Isoiierung vcn \-0NA emer cONA 9ibliothek 

Oie Hersteilung der cONA Bibiiothek srfoigte nach der m <2er 5P-A 1-0293 557 fur die humane 
ciazemaie cONA Bibiiothek beschriecenen Methods mit dem Unterscmed. da/3 ats Ausgangsmatenai iG* 1 
Ficrosarkomzeilen der ZeWime HS 91 3 T. die unter Stimulierung mit numanem TNF-* {10 ngmi) hocr.ge- 
z'Jchtet worden waren. verwendet wurden. Start \ gtiO wurde \ gtn verwendet (cONA Synthese: Amers- 
ham RPN 1256; EcoRi vercaute \ gtn Arme: Promega Biotech: in vitro Verpacken car ligierten ON^. . 
Gigaoack Plus. Stratagene). 

5 ml des Phagenubersrahdes der amplifizierten cONA 8ibiiothek der humanen Ficrosarkom Zeiiinie 
HS913T in \ gtn wurden mit 0.5 ug RNase A und 0,5 u.g ONase I versetzt und ems Stunde bei 37 ;c 
inkubiert. Oie Mischung wurde i0 min bei SOOOxg zentrifugiert, der Uberstand durch Extraktion mit Phenol' 
und Chloroform von Protein cefre.t und die ONA aus dsr wassrigen Phase durch Zusatz von £:harjoV 
prazipitiert Oie \-ONA wurde in TE-Puffer (10 mM Tris pH=:7.5; i mM EOTA) gelost. 



b) PCR Amplifizierung einer TNF-3P Sequenz aus einer cONA Bibiiothek 



Fur die Anwendung der PCR (Saiki et al.. 1988) auf ONA der HS913T cONA Bibiiothek wurden 15/ 
Einzelreaktionen durchgefiihrt. in welchen jeweils eines der 4 Mischoligonukleotide EBI-1639. E3M640., 
20 £81-1641, EBM642 als erster Primer und eines der vier Mischoligonukleotide EBM6S3. £81-165**. c?6u_ 
1657. £81-1658 als zweiter Primer eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukleotide enthait 48 verschie^ 
dene Otigonukleotide gleicher Langs. 

Ois Amplifizierung mittels PCR fand in 50 ul Reaktionsvolumsn, enthaltend 250 ng \-ONA der cONA- 
Bibiiothek. 50 mM KCl. 10 mM Tris pH = 8.3. 1.5 mM MgCI 2 . 0.01% Gelatine. 0.2 mM jedes der 4 desoxy- 
25 Nukleosidtriphosphate (dATP. dGTP. dCTP. dTTP). je 200 pMol erster und zweiter Primer, 1.25 Einhe.ten 
Taq Polymerase (Perkin-Eimer Cetusl start. Urn ein Verdunsten zu verhindern. wurde die Ldsung mit 
eimgen Tropfen Mineralol (0.1 ml) uberschichtet. Die PCR wurde in einem ONA Thermal Cycler (Perkin 
Elmer Cetus) folgendermaflen durchgefOhrt: Oie Proben wurden 5 Minuten auf 94* C erhitzt. urn die ONA zu 
denaturieren. und anschlieflend 40 Amplifikationszyklen unterworlen. Ein Zyklus bestand aus 40 Sekunden 
Inkubation bei 94* C. 2 Minuten Inkubation bei 55 "C und 3 Minuten inkubation bei 72 C. Am Ende des 
letzten Zyklus wurden die Proben fur weitere 7 Minuten bei 72 "C inkubisrt. urn sicherzustellen. da;3 die 
letzte Primer-Verlangerung vollstandig verlauft. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben m.t 
Phenol und Chloroform von Protein befreit und die ONA mit Athanol prazipitisrt 

5 ill jsdsr der 16 PCR-Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die Lange der ampiifizierten 
ONA-Fragmente nach elektroohoretischer Auftrennung bestimmt. Oie srarkste ONA Bande. ein Fragment 
von 0 16 kb Lange. war in den PCR-Proben zu sehen. die mit dem Oligonukleotid £81-1653 als erstem 
Primer und einem der Oligonukleotide EBI-1639. EBM640. £81-1641 Oder £31-1642 als zwe.tem Primer 
amolifiziert worden waren. Oa die m.t dem Pr.merpaar E8I-16S3 und EBM642 amplifizierte Prooe die 
groflte Menge an diesem 0.1 6 kb ONA-Fragment snthielt. wurde diese Probe fur die we.tere Aufarbe.tung 
40 ausgewahlt. 



Seispiel S: 
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Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR Amplication gewonnenen ONA-Fragments 

Oas erhaltene PCR-Prodgkt der Primer £81-1642 und £31-1653 wurde mit BamHI geschnitten und 
nachfoigend elektrophoretisch' in einem Agarosegel (1.5% Nusieve GTG Agarose plus 1% Seakem G . G 
Agarose. FMC Corporation) nach der Grdfle aufgetrennt. Die Hauptbande. ein ONA Fragment von 0 16 *b 
Lange wurds aus dsm Gel elektroeluiert und mit Ethanol prazipitiert. Oieses ONA Fragment wurde m.t 
Bamhi/Smal geschn.ttenem Plasmid P UC18 (Pharmacia) ligiert und £. coli JMiOi mit dem Ugationsge- 
misch transformierr Oie nach der Min.praparationsmethode hergesteilten Piasmids wurden durcn Sonne., 
den mit den Restriktionsenzymen Pvuil und EcoRI-8amHI und nachfolgender Elektrophorese -n Agaroseg.- 
len charakterisien. Oas Plasmid pUCiS enmalt zwe. Schnirtstellen lur Pvull. die .n e.nem 0.32 <b ON a- 
Fragment die Polykloniersteile Mankieren. Sehr kurze DNA-lnserts in der Polykiomerstelle des Piasm.os 
konnen nach Schne.den m.t Pvull le-chter ,m Agarosegel s.chtbar gemacnt werden. da s-ch die Lange urn 
0 32 kb vergrfiflert. Ourcn Schneiden m.t EcoRI und SamHI kann das in den m.t 3amHl und bmai 
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geschmnenen Piasmidvektor ligierte ONA-Fragment inklusive emiger Basenpaare der Polyiinkersecuenz 
ernalten werden. cin Klon mit dem gewunschten insert wurde als pTNF-8P38 bezetchnet. Oas gesam'te 
ONA-insert dieses Klons wurde nach SuOktorieren ernes Ecoflt-BamHl Fragments m Mi3mpt3 (Pharmacia) 
nacn cer mocifizierren Oicesoxy Methods mit Sequenase (United States Biochemical Corporation) sequen- 
z;err. 

Die Anaiyse der durch PCH-amplifizienen ONA ergab fclgende Sequenz (nur der mcht kodierence 
Strang ist aogeoiidet. carGcer die abgeieitete Ammosauresequenz): 

5 ? 10 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys 
GAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

15 20 25 

Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tvr Asn Asp 
TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 



20 ' 30 35 

r y * Pro Gly Pro G ly CAn Asp Thr Asp Cys Arg GIu Cys 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 
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40 45 50 

GIu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Lys 
GAG AGC GGC TCC TTG ACA GGG TGA GAA AAG AAC AAG GAT CG 

Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in Kursivschrift) entsprechen den Sequenzen der Primer- 
Oligonukleotide £81-1642 bzw. dem Komplement von E8M653. Oie Aminosauren 38 bis 43 bestatigen die 
restliche Sequenz des tryptischen Peptides n. 

We.ters amhait das minels PCR erzeugte ONA-Fragment die Sequenz des Peptides der Frakt.on 20 
des tryptischen Verdaus. (Am.nosauren 20. bis 34. unterstrichen). Damn ist erw.esen, da/3 der Klon pTNF- 
8P38 von einer cONA abgeleitet wurde. die fur TNF-8indungsprotem kodiert 

pTNF-3P39 stent damit eine Sonde. z.B. zum Durchsuchen von cONA-8ibliotheken nach TNF-8P cONAs. 
dar. 

Seispiel 6: 

-5 isolierung von TNF-8P cONA Klonen 

Ca 720 000 Phagen der HS9K3T cONA Bibliothek in \ gtit wurden auf E.coli Y1088 (d lacUi69. 

pro::TnS. tcnA2. hsdR. suoE. supF/meiB. trpfl. F~.x (pMC9)) plartert (ca. 60.000 Phagen pro u.S cm 

Petrischale. LB-Agar: 10 g,i Trypto'n. 5 g/l Hefeextrakt. 5 g/l NaCI. 1.5% Agar. Plattieren ,n Top-Agarose: 0 
so g ,i Trypton. 8 g/l NaCI. 0.3% Agarose). Von jeder Platte wurden zwei Nitrozellutosefilter-Abzuge hergesteilt. 

Oie Filter wurden vorgewaschen (16 Stunden bei 65 C) in: 

50 mM Tris/HCl pH = 3.0 

l M NaCI 

1 mM 50TA 
55 o.l % SOS 

Oie Filter wurden zwei Stunden bei 55* C prahybridisiert in: 

5x S3C (0.9M NaCI. 0,09 M tri-Na-citrat) 

5x Oenhardfs (0.1% Ficoil. 0.1% Pclyv.nylpyrrolidon. 0.1% BSA ( = Rinderserumalbum.n)) 
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O.i % SOS 



Hersteiiung der radioaktiv markienen Sonde; 

pTNF-3P 33 wurde mit 8amHI und EccRI docpelt geschn.rten und das ca. 0.5 3 kb Insert isciiert. 0.5 
ag des inserts in 32 til werden bei 100* C denatunert und mit je 50 pMol S3I- 1 5-*2 und E3l- 1 553 c~:zr* 
AbkOhlen auf 30* C uber 10 Minuten und iahes Abkijhien m Eiswasser gepnmt. Nacn Zusatz von 
10 ill a-- : P-dCT? (100 uCi. 37 M9q) 
0 5 ilUGx Priming Puffer (0,! M Tris/HCI pH =3.0. 50 mM MgC! 2 ) • 
2 al je imm dATP. dGTP. dTTP 

1 til PolIK (Klenow Fragment der E.coii ONA Polymerase I. 5 Einheiten) ^ ; 

wurde 90 Minuten bet Raumtemperatur inkubiert. Nach Hitzeinaktiv.erung (10 Minuten auf 70 C) erfoigte* 
das Abtrennen der nicnteingebauten Radioaktivitat durch Chromatographie uber Biogel P60G (8iorad) m TE 

5 Puffer (10 mM Tris*HCI pH=8. t mM EOTA). Eingebaut wurden 55x10* cpm. •> 
Oas Hybridisieren der Filter erioigte in einem Gesamtvolumen von 80 ml 6xSSC5X Denhardt'sO.i % 30S# 
plus hitzedenaturierter Hybridisiersonde wahrend 16 Stunden bei 65 C. \ 
Die Filter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 6xSSG0.0i% SOS und einmal 45 Minuisn 
bei Raumtemperatur in 2xSSC0.0t% SOS und dreimal 30 Minuten bei 65* C in 2xSSG0.0i% SOS 

20 gewaschen. Die Filter wurden luftgetrocknet und anschlieflend an Amersham Hyperfilm 16 Stunden untSr 
Verwendung einer Verstarkerfolie bei -70 "C exponiert. Insgesamt wurden 30 hybndisierende Plaques 
identifiziert (X-TNF-8P #1-30). _ ' * 

Die Regionen mit den hybridisierenden Plaques wurden mdglichst prazise ausgestochen. und die Ph'agen 
in 300 llI SM Puffer plus 30 al Chloroform eluiert. * 

25 Ourch -Plaquereinigung" (Plattieren von ca. 200 Phagen pro 9 cm Petrischale beim zwe.ten Ourchgang. 
bzw. ca. 20 Phagen pro 9 cm Petrischale beim dritten Ourchgang. Filterabzuge doppelt. Vorbereiten. 
Hybridisieren und Waschen wie beim erstmaligen Ourchsuchen bescnrieben) wurden letzttich 25 hybndisie- 
rende Phagen veremzeit (X-TNF-BP #M0. 12-24. 29.30). 
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Oarstellung der rekombinanten x-ONA von den Klonen X-TNF-8P *13. 15. 23. 30: 



2x10* Phagen wurden auf E.coii Y1088 in Topagarose (10 g.1 Trypton. 3 g.1 NaCI. 0.3% Agarose) 
plattiert (US cm Petrischale mit LS-Agarose (1.5% Agarose. 0.2% Glucose. 10 mM MgSO*. 10 g.l Trypton. 

35 5 g/l Hefeextrakt. 5 g/l NaCI) und 6 Stunden bei 37* C inkubiert. Nach Abkuhlen der Piatten (30 M.nuten be. 
4' C) wurde mit 10 ml x-Oiluent (10 mM Tri&HCl pH-8.0. 10 mM MgClj. 0.1 mM EOTA) ubersch.chtet und 
16 Stunden bei 4* C eluiert. Oer Uberstand wurde in 15 ml Corex Rohrchen transferiert und 10 M.nuten ce. 
15000 rpm und 4 ' C zentnfugiert (Beckman J2-21 Zentrifuge. JA20 Rotor). Oer Uberstand wurde in \0 ml 
Polycarbonat-Rohrchen dekantiert und be. 50000 rpm. 20* C bis «^t-3xi0 ,Q zemrifug.ert (Beckman L3-/0. 

40 50 Ti Rotor) Oas Pellet wurde in 0.5 ml x-Oiluent resuspendiert und in Eppendorf Rohrchen (1.4 ml) 
transferiert. Nach Zusatz von 5 ug RNase A und 0.5 ag ONasel und inkubation bei 37 C wahrend 30 
Minuten und Zusatz von 25 al 0.5 M EOTA. 12.5 al 1 M Tri&HCl pH =8.0. 6.5 al 20% SOS ertolgte we.tere 
inkubation bei 70'C fur 30 Minuten. Oie x-ONA wurde durch Phenol/Chloroform Extraktion gere.mgt und mit 
Ethanol gefallt. Abschlieflend wurde die ONA in 100 al TE-Purfer gelost. 



Beispiel 7: • 

i 



Subklonierung und Sequenzierung von TNF-8P cONA Klonen 15 und 23 

Um die cONAs der Klone xTNF-BPi5 und XTNF-8P23. die bei der Hybridisierung die starksten Signale 
geze.gt harten. naher zu charakter.s.eren. wurden die cONA-lnserts mit EccRI aus der x-ONA nerausge- 
schnitten. nach elektrophoret.scher Auftrennung aus e.nem Agarosegei eluiert und m.t Athanoi P'aaP'^; 
Oie ONA-Fragmente von 1.3 kb (von xTNF-8Pi5) und M kb (von xTNF-BP23) wurden m.t .cofll 
ceschmttenem und mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm dephosphoryiienem Piasm.dvektor pr/ a- 
,3 (eethesda Research Laborator.es) m.t T4 ONA Ligase lig.ert und E.coii JMiOi transforms on 
e.nzeinen Bakterienkoion.en. die nach Seiekt.on auf Agarosepianen mit Ampicilhn und x-gai *eme oiau- 
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r. 



Farcung aufw.esen. wurde im Mimpraoaratiansverfahren ?!asmid*ONA hergesteilt und durch Scnneicerr mit 
EcoRl und HindiM das Vornandensem und die Onentierung des cONA inserts festgesreHt. Piasmide. die :as 
EcoRl insert dec Phagen \TNF-3Pi5 bzw. \7NF-3P23 so onentiert enthieiten. dad das dem 5 -cnce der 
mRNA entsprecnende Ende dem T? Promoter zugewandt <st. wurden pTNF-8Pi5 bzw. pTNF-3P23 
5 benannt. Oie Ecofll Inserts von \TNF-3Pi5 und \TNF*8P23 wurden ebenfalts m mit EcoRl gescnnictenen tt .„, 
und dephosphorylierten Mi3mpt9 Vektor ligiert und c.coli JMiOi transformiert. Von einigen war.iics •' 

ausgewahlten Ml 3 Klonen wurde Einzeistrang-ONA prapanert und ais Vcriage fur die 3equenz;erung nacn 

der Oidesoxy-Methoae verwendet. 

An Mi 3 Klonen. die die cONA-inserts in emgegengesetzter Orientierung enthieiten. wurden rr.u dem 
to universellen Sequenzierpnmer und spezifisch synthetisierten Oligonukleotidprimern. die an das cONA-lnsert ; ■ t 
binden. beide DNA-Strange voilsrandig seouenziert. 

Oie voitstandige Nukleotiasequenz von 1 33** Sasen des cONA-lnserts von \TNF-3P15 bzw. pTNF-8PiS t ; 
ist in Fig. t dargestellt. Oie Basen 1-5 und 1 323-1 334 entsprechen den EcoRl-Lmkern, die bet der \ 
Herstellung der cONA-8ibliothek an die cONA angefugt worden waren. Oie Nukleotidsequenz des cONA- ^ 
rs inserts von \TNF-3P23 entspricht der von \TNF-8P15 (Basen 22-1 100). flankiert von ScoRI-Linkern. • - - 

Oer Klon \TNF-3P30 wurde ebenfalls untersucht; seine Sequenz entspricht \TNF-8P15 mit dem # «**« 
Unterschied. da/3 die Sequenz eine Oeletion von 74 bp (Nukleotid 764 bis 837) aufweist. * . 

• • 4 
« V > 

20 Beispiel 8 i**? ^»| 

Konstruktion der Expressionsplasmide pAO-CMVl und pAO-CMV2 

25 Aus Teilen der Expressionsplasmide pCDM8 (Seed und Aruffo. 1987. Seed. 1987: Invitrogen). 
pSV2gptOHFR20 (EP-Al 0321 342) und dem Plasmid Btuescript SK + (Short et al.. 1988: Stratagene) 
wurde ein neues Plasmid konstruiert. das eme Multiklonierstelle fur die gerichtete Insertion heterology 
ONA-Sequenzen aufweist und sich in E.coli mittels Ampicillinresistenz mit hoher Kopienzahl vermehren laflt. 
Oie intergenische Region von M13 ermoglicht die Herstellung einzeistrangiger Plasmid-ONA mirtels 

10 Superinfektion der transformierten Bakterien mit einem Helferphagen (z.B. R408 Oder M13K07) zur erleich- 
terten Sequenzierung und Mutagenese der Plasmid-ONA. Oer T7 Promoter, der der Multiklonierstelle 
vorangeht. ermoglicht die Herstellung von RNA Transkripten in vitro. In Saugetierzellen erfolgt die Expres- 
sion heterologer Gene getrieben vom Cytomegalovirus (CMV) Promoter/Enhancer (Soshart et al.. 1985). Oer 
SV40 Replikationsursprung ermoglicht in geeigneten Zeltinien (z.B. 3V40 transformiene Zellen wie COS-7. 

js Adenovirus transform.erte Zellinie 293 (ATCC CRL1573) die autonome Replikation des Expressionsplasm.- 
des zu hohen Kopienzahlen und damn hone Raten in transienter Expression. Fur die Herstellung permanent 
transformer Zellinien und die nachfolgende Amplication der Expressionskassette mirtels Methotrexat 
dient ein modifiziertes Hamster-Minigen (Promoter mit kodierendem Sereich und dem ersten Intron) fur 
Oihydrofolatreduktase (OHFR) ais Selektionsmarker. 
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a) Herstellung der Vektor- und Promoteranteile durch PGR 

Oas Plasmid Bluescriot SK+ wurde m.t Hindlll linearisierr und 5 ng ON A in einem 100 til PCR Ansatz 
eingesetzt (Reaktionspuffer: SO mM KCl. 10 mM Tris-Cl pH=8.3. 1.5 mM MgCI*. 0.01% (w/v) Gelatine. 0.2 
mM der vier Oesoxynukteotidtriphospnate (dATP. dGTP. dCTP. dTTP). 2.5 Einheiten Taq Polymerase pro 
100 al). Als Primer wurden je 50 pmol der synthetischen Oligonukleotide E8I-1736 (5 - 
GGAATTCAGCCTGAATGGCGAATGGG-3': bindet knapp auflerhalb von Ml 3 ori-Region in Bluescriot Pos. 
475 unabhangig von Mi3 or.-Orient.erung) und E3M729 (5 -CCTCGAGCGTTGCTGGCGTTTTTCC*3^ 
bindet an Bluescript an Pos. 1 1 95 vor ori, entspricht dem Anfang der Bluescript-Sequenz m pCDM8. o 
Basen s'ergeben Xhoi) eingesetzt. Nach 5 Minuten Oenaturieren bet 94 C erfolgte die PCR uber 20 Zyklen 
(40 sec bei 94* C. 45 sec bei SS'C. 5 Min bei 72' C. Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler). O.e 
Oligonukleotide flank.eren die intergenische Region von M13 bzw. den Replikationsursprung (on) m.t dem 
dazwischeniiegenden Gen fur die i-Lactamase. Gleichzeitig w,rd am Ence des Repiikat.onsursprungs eme 
Xhoi- und am anderen Ende e.ne EcoRI-SchnittsteUe erzeugt. Oas Reakr.cnsgem.sch wurde durch cxtrak- 
tion m.t Phenol-Chloroform von Protem berre.t und die 0NA mit Eihanoi prazip.tiert. Oie erhaitene DNA 
»urde mit Xhoi und EcoRI gescnn.rten und nach Elektrophorese m e.n-rn Agarosegel em Fragment mit 2.3 
kb isoliert. 
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5 ng "mit Sacll lineansiertes Plasmid pC0M8 wurden mit den Oligonukleotiden c3!-i?"33 i5 - 
GGTCGACATTGATTATTGACTAG-3': bindet an CMV-Promotorregion (Pes. 1 5-*2) von 0COM8. entscner:: 
Pos.i m pAD-CMV. Sall-Stelle fur Klomerung) und E3I-1734 (S'-GGAATTCCCTAGGAATACAGCGGo'. 
bmaet an Polyoma origin von 3 SV4Q polyA-Region m pCOM8 (Pes. 3590)) unter idenuschen Becmgungen 
wie fur Biuescnpt SK * beschrieoen, durch PCR amplifiziert. Oie Qtigonukieotide bmden am 3egmn cer 
CMV-Promoter Enhancer-Sequenz und erzeugen eine Salt Scnmttsteiie (£31-1733) bzw. bmden am Ence 
der 5V40 poly-Adenylierungsreile und erzeugen eine EcoRI Schntnstelle (E3M734). Oas PCfl-Prcdukt 
wurce mit Sail und EcoRI geschnitten und em ONA Fragment von 1.3 kb aus emem Agarosegel 'soiiert. 

Die beiden PCR Prcdukte wurden mit T4 ONA-ligase ligiert. mit dem erhaltenen liganonsprodukt E.cdi, 
HB 101 transformiert und nach Standardmethoden P!asmid-ONA amplifiziert und prapariert. Oas Plasmid carl * 
gewunschten Seschaffenheit (siehe Fig. 3) wurde pCMV-Ml3 benannt. 

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) wurde aus dem Plasmid pSV2gptOHFR20 (6P*Ai 032 1 3^2:^ 
isoliert. Dazu wurde dieses Plasmid mit Hindlll und Pvull doppett geschnitten und die ONA-Enden durch 
nachfolgende Sehandlung mit dem gro/3en Fragment der S.coii ONA Polymerase (Klenow Enzym) m 
Gegenwart der vier Oesoxynukleotidtriphosphate stumpf gemacht. Ein dabei erhaltenes 0.36 kb ONA 
Fragment wurde aus einem Agarosegel isoliert und in mit EcoRI linearisiertem 0CMV-M13 ligiert. Ein nacn»- 
Transformation von E.coli HB101 erhaltenes Plasmid mit dem SV40ori in gletcher Orientierung wte das J - -., 
Lactamase Gen und dem CMV-Promoter wurde pCMV-SV40 benannt. Oie Konstruktion dieses Piasmids » st • 

in Fig. 3 dargestellt. • • 

« • 

* 

b) Mutagenese des OHFR-Gens - 

Zur Herstellung eines Expressionsplasmids mit einer vielseitigen Multiklonierstelle wurden aus dem 
^5 OHFR Minigen durch gerichtete Mutagenese zwei und durch Deletion drei Restriktionsenzymschnittstelten 
entfernt. Dazu wurde aus dem Plasmid pSV2gptOHFR20 ein 1.7 kb Bglll Fragment, das die gesamte 
kodierende Region des Hamster OHFR-Gens enthait, in die Sglll Stelle des Piasmids pUC2i9 (IBI) kion.ea 
und das Plasmid pUCOHFR erhalten. Mit pUCOHFR transformierte E.coli JM109 (Stratagene) Zaiien wurcen 
mit etwa 40-fachem Uberschufl des Helferphagen R408 (Stratagene) infiziert und 16 Stunden bei 37 C m 
jo US-Medium geschuttelt. Aus dem Bakterienuberstand wurde einzeistrangige Piasmid-ONA isoliert. 

Oie gerichtete Mutagenese erfolgte in zwei aufeinanderfolgenden Schritten. wobei das in vitro Mutage- 
nese System RPN1523 (Amersham) ver*endet wurde. Oie am Beginn von Exon 2 befindliche EcoRI Steiie 
wurde durch Austausch e.ner Base von GAATTC zu GAGTTC zerstort. Oieser 8asenaustausch fuhrt zu 
keiner Anderung der kodierten Aminosauresequenz und entspricht auflerdem der Nukleotrdsequenz im 
35 naturlichen murinen OHFR-Gen (McGrogan et al.. 1985. Mitchell et ah. 1986). Fur die Mutagenese wurde 
em Oligonukleotid (Antisense-Orientierung) der Sequenz 5 -GTACTTGAACTCGTTCCTG-3 (691-1751) ver- 
wendet. Ein Plasmid mit der gewunschten Mutation wurde. wie oben beschneben. als Einzeisirang-ONA 
prapariert und die im ersten intron befindliche Pstl Stelle durcn Mutagenese mit dem Oligonukleotid £31- 
1857 (Antisense Orientierung, 5 -GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3 ) von CTGCAG in CTGCTG entfernt. 0.9 
40 Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt und da erhaltene Plasmid pUCOHFR-Mut2 benannt. 

Aus dem Plasmid pUC0HFR-Mut2 wurde das 1.7 kb Bglll Fragment isoliert und in mit Bgltl und BamHI 
doppelt geschnittenes Plasmid pSV2gptOHFR20 ligiert. Nach Transformation von E.coli. Amplication und 
DNA-lsolierung wurde ein Plasm.d der gewunschten Beschaffenheit erhalten. das als p SV2gptDHFR-Mut2 
bezeichnet wurde. Durch Schneiden mit BamHI wurde in der 3'-nicht-kodierenden Region des OHFR Gens 
ein auf die Bglll Stelle folgendes 0.12 kb ONA-Fragmem entfernt. das auflerdem noch eine Kpnl Schmttstei- 
le enthait. Durch Verknupfen der mit Bgltl und BamHI entstandenen uberhangenden ONA-Enden wurden 
aucn die Erkennungssequenzea fur diese beiden Enzyme zerstort. 

Oas Plasm.d pCMV-SV40,Wde mit EcoRI und BamHI doppelt geschnitten. die ONA-Enden nacnroi- 
gend mit Klenow-Enzym stumpf gemacht. Oie ONA wurde durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und 
Ethanolfallung gereinigt. anschlieflend durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase dephosphoryl.ert und 
die 4 4 kb lange Vektor ONA aus emem Agarosegel isoliert. 

Oas Plasmid P SV2gptOHFR-Mut2 (Fig.4) wurde mit Ecofll und Pstl doppelt geschnitten und die ONA- 
Enden durch 20 Minuten inkubation bei iTC mit 5 Einhe.ten T4 ONA-Polymerase (50 mM Tns- hCi 
pH=8 0 5 mM MgCl 2 . 5 mM O.th.othreit. 0.1 mM ,edes der vier Oesoxynukleotidtriphosphate. 50 ml 
Rinderserumaibumin) stumof gemacht. Oas 2.4 kb iange ONA-Fragment m.t dem mut.erten QHrR^eo 
wurde aus emem Agarosegel .soliert und mit dem wie oben beschrieben prapanerten pCMV-SV4Q i.g.ert 
Ein nach Transformation von E.coli erhaltenes Plasmid. das das OHFR-Gen in der selben Onenuerung we 
den CMV-Promoter enthieit. wurde pCMV-SV4Q0HFR benannt. 
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im fetzten Schnrt wurde das QA'*Q "Sturfer'^Ffagment nach dem CMV-Promoter. Cas nocn aus -^em 
Ausgangsplasmid 0COM8 stammte. gegen erne Multiklonierstelle ausgetauscht. Oazu wurce das Piasmid 
gCMV-3V400HFR mit Hinqill und Xbal dcppeit geschmtten und der VektoranteH aus amem Agarcsegei 
isoiiert. Die Multiklonierstelle. geo.ldet aus den beiden Qiigonukleotiden 531-1323 (5 ■ 
AGCTTCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCT.3) und S3M329 (5 * 
CTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCrGCAGA-3'). enthalt inktusive cer 
,'Gr die KiGnierung m HindlU * Xbal kcmpatibien Enden Restriktionsschntttsteilen fur die Enzyme Pstl. Sail. 
Cai. 3amHl. Kpni. Xhoi. Notl und EcoRI. 

Je i n g cer beiden Oligonukieotide wurden in 20 u.1 Reaktionspuffer (70 mM Tris-C! ?H = 7,6. 10 mM 
MgCI?. 5 rr.M Oithiothren. 0.1 mM ATP) mit 5 Einheiten T4 Polynukleotickinase eine Stunde bet 37* C 
inkubiert. um die S* -Enden rj phosphorylieren. Die Reaktion wurde durcn 10 minutiges Ernitzen auf 70 C 
gestGppt und die kompiememaren Oligonukieotide miteinander hybridisiert. indem die Probe we.tere i0 
Minuter, cei 55 "C inkubiert und anschlieflend langsam auf Raumtemperatur abgekuhit wurde. 4 >j.\ cer 
hybricisierten Oligonukieotide (t00 ng) wurden mit erwa 100 ng Plasmidvektor ligiert und E.coli H81OI 
transfcrmiert. Ein Piasmid. das sich mit den Snzymen der Multiklonierstelle (ausgenommen Notl) linearisie- 
ren lie/3, wurde pAD-CMVl benannt. Von vielen getesteten Klonen konnte keiner identifiziert werden. dessen 
Piasmid sich mit Notl schneiden liefl. Oie Sequenzierung zeigte immer die Deletion von einigen 3asen 
innerhalb der Notl Erkennungssequenz. 

in gleicher Weise wurde mit dem Oligonukleotidpaar £31-1820 (5 • 
AGCTCTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGAAGCTTG-3') und 
EBM821 (5 -CTAGCAAGCT 

TCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCTCTAG-3') das Sxpressions- 
plasmid pA0-CMV2 hergestelit. das die Restnktionsschnittstellen innerhalb der Multiklonierstelle in umge- 
kehrter Reihenfolge enthalt. Oabei wurde das Piasmid pAD-CMV2 erhaiten. das sich mit samtlichen 
Restrikticnsenzymen. einschliefllich Notl. linearisiersn liefl. 

Die Nukieotidsequenz des 64U bp groflen Plasmids pAO-CMVi (Fig. 5) ist zur Ganze in Fig. 6 
dargestellt 

Die Abscnnitte auf dem Piasmid (angegeben in der Numerierung der 8asen) entsorecnen fclgenden 
Sequenzen: 

1- 21 EBM733. Seginn CMV Enhancer - Promoter (aus CDM8) 
632-649 T7 Promoter 

653-713 Multiklonierstelle (HindlU bis Xbal aus EBM323. E3M829) 
714-1412 SV40 intron und pcly-Adenylierungsstelle (aus COM3) 

1413-2310 5 nicht kodierende Region und Prcmotor des Hamster OHFR Gen (aus pSV2gptOHFR20) 
2311-2396 Hamster DHFR: Exon 1 

2515 A zu T Mutation zerstort Pstl Stelle in DHFR Iritron 1 
2701-3173 OHFR Exons 2-5 (kodierende Region) 
2707 A zu G Mutation zerstort EcoRI Stelle 

3272-3273 Deletion zwischen Sglll und 8amHI in OHFR 3 nicht kodierender Region 

3331 Ende DHFR Gen (aus pSV2gptOHFR20) 

3832-4163 SV40 ori (aus pSV2gptOHFR20) 

4 1 70-4648 M 1 3 ori (aus pBluescript SK * ) 

4780-5640 ^-Lactamase (kodierende Region) 

5395-5414 EBI-1729. Ende der pBluescript Vektorsequenz 

Oie Herstetlung der Plasmide pAO-CMVl und pAO-CMV2 ist in Fig. 5 dargestellt. 
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Konstruktion des Plasmids pAOTNF-8P fur die Expression der loslichen Form von TNF-BP 

Um auf direktem Weg oie sekret.ene Form von TNF-BP herzustellen. wurde in der fur einen Te.l des 
TNF.Rezeptors fcadierenden cONA (vgl.3e.sp.el 7; im folgenden als TNF-R cDNA beze.chnet) nach dem 
Codon der C-termmalen Am.nosaure des naturlichen TNF-BP (AAT. Asn-172: entspricht Pos.20i .n F.g.9) 
em Transiationsstcpcodon eingefuhn. Oadurch wrd die Proteinsynthese an dieser Stelle aogebrochen und 
ermcgiicht. TNF-BP direkt in den Zeiiuberstana zu sekretieren, ohne eine nachfoigende. mdghcnerwe.se 
gescnw.ndigKe.tsbestimmende Reaktion emer proteoiytischen Abspaitung m C-term.naier Richtung geiege- 
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r-er Abscnnirts des rNF*Re:90tocs ^jrcniaufen zu miissen. 

Gleicnzemg mit der Einiuhrung ces Stoocodons mirtels PCR wurde die 5 -nicnt kcdierence Region cer 

TNF-R cONA verkOfit. urn das Transiationsstartcodon eines weiteren orfenen Leseranmens (3asen 7*2-203 

m Fig. 9). der sicn 5 vcn cem des TNF-R cerindet. zu entfemen. und am 5 -bzw. 3 -Ende der cONA ame 
5 3amril b2w, Eccfll Sc.mittsteile eingefuhrr. 

1 00 ng mit Xmni tineansierxes Plasmid pTNF-3Pi5 {vgl. 3eisoiet ?) wurden mit je 50 omol der 

Oiigcrukleotide E3I-1936 (Sense. 5'-CAGGATCCGAGTCTCAACCCTCAAC-3') und E3M929 (Antisense. 5 - 

GGGAArTCC7TATCA^TTCTCAATCTGGGGTAGGCACAACTTC-3': einruhrung zweier Stco-Codons und.. 

emer EcoRI Stelle) m emem i00 til PCR-Ansatz uber 10 Zykten ampiifizien. Oie Zykiusbeaingungen war en 
!Q -iO Sekunden cei 9-**C. -15 Sekunden dei 55 'C und 5 Minuten bei 11 C. Nach dem letzten Zykius wurt#' 

fur weitere 7 Minuten cei 72* C inkubtert und die Reaktion durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gestcpot. 

Oie ONA wurde mit E:hanoi prazipmert und anschliedend mit 3amHI und EcoRI doppelt geschnitten. 0§s 

entstandene 0.75 kb ONA Fragment wurde aus einem Agarosegel isoiiert und in mit 3amHl und EcoSW, 

doppeit geschnittenes Plasmid ,pT7'T3a-i 9 (8RL) klomert. Eines der erhaltenen Plasmide. von cerrj , 
;s aufgrund der Sequenzierung des gesamten inserts festgesteilt worden war. daJ3 es die gewunschte Seque«z ^ 

aufwies. wurde pTNF*3P benannt. • 
pTNF-BP wurde mit 8amHI und EcoRI geschnitten und das 0.75 kb ONA Insert in das mit SamHi und 

EcoRI geschmttene E.tpressionspiasmid pAO-CMVi kloniert. Ein erhaltenes Plasmid der gewunschryfl* 

Zusammensetzung wurde pAOTNF-3P benannt (Fig.7A). 
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Konstruktion des Plasmides pA08TNF-3P fiir die Expression der Idslichen Form von TNF-BP 

Fur eine weitere Variante ernes Expressionsplasm.des fur die Produktion von sekretiertem TNF-3P 
wurde die s'-nicht kodierende Region der TNF-R cONA gegen die s'-nicht kodierende Region der humanen 
d-GloOm mflNA ausgetauscnt. Oer Grund dafur war die Feststellung. dafl die Nukleotidsequenz unm.tteibar 
vor dem Transiationsstartcodon der TNF-R Sequenz deutlich von der Kir effiziente Expression eukaryoti- 
scher Gene gefundenen Konsensussequenz (Kozak.1987) abweicht. wogegen die S -mem kodierende 
Region der i-Globin mRNA sehr gut mit dieser Konsensusseouenz iibereinstimmt (Lawn et al.. 1980). 
Mi ne i s aes Oligonukleotids EBl-2452 (5 • 

CACAGTCGACTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGGCCTC- 

TCCACCGTGC-3') das nach emer Sail Restriktionsschnittstelle die authentische 5 -nicht kodierende Se- 
quenz *ntsorechend der humanen j-Glcbm mRNA-Sequenz. ge.'olgt von 20 Sasen der kodierenden Region 
von TNF-BP enth.elt. wurde in einer PCR die TNF-R Sequenz rnodiliaen. 1 00 ng mit EcoRI linearises 
Plasmid p TNF-BP wurden in 100 ul Heaktionsansatz mit je SO pmol der Oligonukleot.de EBI-2452 und E3I- 
1922 (Antisense. 5 -GAGGCTGCAATTGAAGC-3 :bindet an die huTNF-R Sequenz bei Pos. 656) in 20 PCR- 
Zyklen (40 sec bei 94' C. 45 sec be. 55* C. 90 sec be. 72 C) amplifiziert. Nach Reinigung des PCR- 
Produktes durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und Ethanolfallung wurde die ONA m,t Sail und 3gm 
doppelt geschnitten und das entstandene 0.51 kb ONA Fragment aus einem Agarosegel .sohert. Der 
entsprechende Teil der TNF-R Sequenz wurde aus dem Plasmid pTNF-BP durch Schneiden m.t Sail und 
Bqlll entferm der 3.1 kb lange Plasm.dteil aus e.nem Agarosegel isoliert und m.t dem 0.51 kb langen huh- 
Produkt ligiert. Nach Transformation von E.col, wurden sieben der erhaltenen Plasmide sequenz.ert. E.nes 
dieser Plasmide enthielt genau die gewunschte Sequenz. Dieses Plasmid wurde pBTNF-BP benannt. 

Oas gesamte Sail • EcoRI Insert von 0BTNF-8P wurde in das ebenso geschnittene Expressionspiasmid 
pAO-CMVi klonierr und das ertfaltene Piasm.d pA08TNF-BP benannt (Fig. 78). 
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Seispiel 1 1 

isol.erung von Ratten TNF-R cONA Kionen 

Zunachst wurde e-ne Rattenmrn-cDNA analog der HS913T cONA Sibiiothek (vgl. Se.spiel 4, aus cer 
Ratten Qia tumor Zeiiime Co (ATCC Nr. CCH07) in x-gii I hergestellt. h «- nriah , (1 ^ WC n 

500.000 Phagen der Rartenh.rn cONA B.bliothek ,n x-gtn -urden. w,e .n 8e.sp.el 6 bes.nneb.n. .wc 
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HyonCiSierung- gescreent. Als Sonde wurde das gereinigte EcoRI insert von oTNF*3P30 (vgi Bess^ei,. 5} 
verwencet. Erwa 1 00 ng CNA wurden mit i ug Random Hexamer Primer anstatt der speiifiscr.en 
Qiigcnukleotide. wie in 3etspiel 5 beschnecen. mit (a- :: P]dCTP raaicaktiv markiert. Eingebaut wurcen 
25xiO* ccm. Oie Hybndisterung der Filter erfolgte unter gletchen Bedingungen wie in 8etsoei 5. Oie Filter 

5 wurden r^eimal 30 Minuten bei Raum t em per atur in 2xSSC-0.i% SOS und dremnal 30 Minuten be> 55 ' C 'fi 
2x5SCG.l%SDS und zweinal 30 Minuten bei 65 ' C in Q.SxSSC-Q.S'aSOS gewaschen. Oie luftgetrcckneten 
filter wurden anschliedend an Kodak XAR Rontgenfilm 15 Stunden unter Verwencung emer Verstarkertcne 
.cei *ro*C excomen. insgesarr.t wurden i0 hybndisierende Plaques identifier und durch Piaqueremigung 
veretnzeit. Nach dreimaiiger Piaquereimgung wurden schliedlich crei x-Kione (\-raTNF-R *3. 4, 3) veremzeit 

:o und die Phagen ONA. wie beschrieben. dargesteilt. 

Oie Lange der cONA Inserts wurde nach Schneiden der x-ONA mit EcoRI und Aurtrennung m emem 
Agarosegel mit 2.2 kb fur die Klone raTNF-R3 und raTNF-R8 und 2.1 kb fur Klon raTNF-R4 bestimmt. Oie 
EcoRI inserts der Klone \raTNF-R3 und 3 wurden in ebenso geschmttenen Mi3mpt9 klonien und die ONA 
Sequenz mit universellen Sequenzterprimern und spezifisch synthetisierten Oligonukleotidprimern bestimmt. 

n Oie voilstandige Nukleotidsequenz von raTNF*R8 ist in Fig. 3 dargesteilt. Oie ersren und tetzten stecen 
Sasen entsprechen den EcoRl-Unkern. die bei der Herstellung der cDNA-3ibliothek angefugt worden waren. 



Seispiei 12 

Isoiierung eines Klons, snthaitend die voilstandige fur den humanen TNF-Rezeptor kodierende cONA 

Oie voilstandige cONA des Ratten TNF-R erleichterte die Suche nach dem noch fehlenden 3 -Tail der 

25 humanen TNF-R cONA. 

Als Sonde fur die Hybridisierung wurde das 0.4 kb lange PCR-Produkt der Primer EBI-23I5 (5 - 
ATTCGTGCGGCGCCTAG-3 ; bmdet an TNF-R mit 2.Base von EcoRI. an der TNF-R cONA abbncht) und 
EBI-2467 (5 -GTCGGTAGCACCAAGGA-3 ; bmdet ca. 400 Basen vor poly-A an cONA-Klon. entspricht Pes. 
1 775 in raTNF-R) mit \ra7NF-R3 als Vorlage emgesetzt. Oieses ONA Fragment entspricht der Region der 

jo Ratten TNF-R cONA, von der angenommen wurde. dafl sie der. welche der internen EcoRI Steile im 
humanen TNF-R folgt. entspricht. 

2.5x10* cpm der raTNF-R Sonde wurden eingesetzt. um 600.000 Plaques der HS913T cONA-Bibiiothek 
zu hybridisieren. Die Hybridisierbedingungen entsprachen den in Beispiel 6 angegebenen. Oie Filter wurden 
zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 2xSSC0.i%SDS und zweimai 30 Minuten bei 55 C in 

35 2xSSC0.i%SOS gewaschen. an der tuft getrocknet und an Kodak XAR Rontgenfilm unter Verwendung 
einer Verstarkerfolie 3 Tage bei -70 *C exponiert. Sechs positive Plaques wurden identifiziert. in zwei 
we.teren Runden Plaques gere.nigt und x-DNA dargesteilt (X-TNF-R *2. 5. 6. 8. 11. 12). Nach Schneiden 
der x-ONA mit EcoRI wiesen alle Klone eine ONA Bande mit etwa 0.3 kb Lange auf. XTNF-R2 und 1 1 
enthielten zusatzlich em EcoRI Fragment mit i .3 kb. Oie beiden EcoRI Inserts aus XTNF-R2 wurden in die 

;o EcoRI Steile von Plasmid pUC2l3 (IBI) subkioniert und anschiie/Jend sequenziert. Oie Sequenz des 1.3 kb 
EcoRI Fragments entsprach der von cONA Kion pTNF-BPiS. das 0.8 kb EcoRI Fragment entspricht dem3 - 
Abschnirt der TNF-R mRNA und enthalt vor der ScoRI-Unker Sequenz einen poly-A Schwanz mit 16 A 
Resten. XTNF-R2 enthalt demnach die voilstandige kodierende Region des humanen TNF-R, dargesteilt m 
Fig.9. 
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Beisoiel 13 

/ 

Konstruktion der Piasmide pAOTNF-R und pA08TNF-R (Or die Expression des gesamten humanen TNF- 
Rezeptors 

Zunachst wurde. ahniich wie im Beispiel 9 fur pTNF-BP bzw. pAOTNF-BP beschrieben. «n Piasm.d 
konstru.en: in dem die S-nicht kodierende Region von pTNF-BPiS verkijrzt. im Untersch.ed zu den ,m 
Be.spiel 9 beschnebenen Plasmtden ,edoch das 3-Ende von pTNF-BPiS be.behalten wurde. D«u wuree 
unter .dennschen Bedingungen *,e in Beiso.ei 9 m,t dem Oligonukleotid £81-1986 und dem Mi 3 «»o 
Unwersalonmer (5 -GTTTTCCCAGTCACGAC-3 ) pTNF-8PlS mit PCR amplifiziert. Oas PCR Produkt wurde 
m,t SamHl und EcoRI doopeit geschn.nen und in das Plasmid P T7.T3a-i9 Women. Eines der emaitenen 
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Plasrmde "urce pTNF-aPi53 benannt. 

pTNF-3Pi53 wurde mit 3amHI und EccRI geschmnen und das I 26 :<0 ONA Insert m .-nit 3amHl -nd 
EcoRI gescnnirtenes E.xpressionsplasmid pAO-CMVi kiomert. Ein erhaltenes Piasmtd car gewunsc.ren 
Z'jsammensetzung wurde pAOTNF-3Pi5 benannt. 

5 Oieses Ptasmid wurde mit EcoRl lineansien und in die Schn.ctsteiie das 0.3 kb EcoRl Fragment. :soi:er: 

aus \TNF-R2. kicniert. Nach Transformation von E.ccii wurden emge wahilos tsofierte Ptasmide curcn 
Scnr.e.cen mt verschiecenen Restnktionsenzymen auf die xorrekte Onentierung des eingesetz:en EccRI 
Fragments Gcerprurt. Ein Piasmid. beze.cnnet als pADTNF-R (Fig.TC). w U rde nocn genauer auf korrek;^ 
Ortentierung untersucht, mdem das insert ausgehend vom 3 -Ende der msernenen cONA mit dem 

■•o Oligonukleotid 631-2112 (5 -GTCCAATTATGTCACACC-3 ). das nach der Multiklomerstelle an das Piasmi*. 
pAO-CMVi und seine Oerivate bindet. sequenziert wurde. 

Ein weiteres Expressionspiasmtd. in dem die 5 -niche kodierende Region des TNF-R gegen die von i- 
Globm ausgetauscht ist. wurde konstruiert. Piasmtd pA08TNF-8P wurde mit 8gllt voilstandig geschnitt5j. # 
urn das l.l kb Bgill Fragment zu enrfernen. die DNA-Enden wurden nachfolgend mit alkalischer Phospnata-^ 

is se aus Kalberdarm dephosphoryhert und der Plasmidvektor {5,9 kb) mit der i-Glodin 5 -mcht kodierenc^n 
Region des i-Globingens und dem s'-Teil der TNF-R kodiersnden Region aus einem Agarosegel isoiiers! * 
Piasmid pAOTNF-R wurde mit Bglll geschnitten und das 2.5 kb ONA Fragment, enthaltend den 3 -Abschmrt 
der TNF-R cONA bis zur Promoterregion des nachfolgenden DHFR-Gens. aus einem Agarosegel isoiija. 
und in den zuvor praparienen Plasmidvektor kloniert. Ein nach Transformation von E.coli erhaltenes Piasmjd. 

20 mit dem in korrekter Orientierung insertieaen 3giil-Fragment wurde pAD8TNF-R benannt (Fig. 70). * 1 1 

Beispiei 14 

25 

Expression von ioslichem TNF-BP in eukaryotischen Zellinien 



a) EUSA-Test 

in diesem 8eispiel wurde der Nachweis von TNF-3P minels EUSA-Test wie folgt durchgefuhrt: 
96-Napf Mikrotiterplatten wurden pro Naof mit SO ul 1:3000 verdunntem polyklonalem Kaninchen-Serum 
(polyklonale Kaninchenantikdrper. hergesteilt durch Prazipitation von Antiserum m.t Ammoniumsulfat. End- 
konzentration 50 % Sattigung) gegen naturiiches TNF-3P 13 Stunden be. 4 C beschichtet. e.nmai m.t 
0 05% Tween-20 in PBS gewaschen und fre.e Bindungsstellen mit 150-200 ul 0.5% Rinderserumalbum.n. 
0 05% Tween-20 in PBS (PBSBSSTween) eme Stunde bei Raumiemperatur blockiert. Oie Napre wurden 
einmal mit 0 05% Tween-20 m PBS gewaschen und 50 ul Zelluberstand Oder bekannte Mengen von 
naturlichem TNF-8P (vgl. Tab.3 und 4) u nd 50 ul einer 1 :l0.000-fachen Verdunnung e.nes polyklonaien 
M2use«erums gegen TNF-BP aufgetragen und zwei Stunden bei Paumtemperatur inkub.ert. Anschhe/Jend 
wurden die Napfe dreimal mit 0.05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ul Kaninchen ant.-Maus lg- 
P-roxidase Konjugat {Oako Pi 61: i 5000 in P3S8SA/Tween). zugegeben und weitere zwe. Stunden be. 
Raumtemperatur .nkubiert. Oie Napfe wurden dre.mal mit Tween,P8S gewaschen ^ 
Orthophenylendiam.n (3 mg,ml> und Na-Peroorat (1 mg/ml) in 0.067M Kaiium-CUrat 100 uLNapf 20 

Minuten be. Paumtemperatur unter Uchtschutz durchgefuhrt. Nach Zugabe von iQO ul 4N H 2 SO. wurde 
Farb.ntensitat bei e.ner Wellenlange von'492 nm in e.ner Mikrcfilmplarten-Photometer photometnsch 
gemessen. 
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b) Transients Expression von ioslichem TNF-8P in eukaryotischen Zellinien 

Etwa 10' Zellen (COS-7) pro 80 mm Petrischale wurden 24 Sluncen vor der TransfeWton in HPMM640 
Medium mit i0% huzeinaktiviertem fdtalem Kalberserum angese.zt und bei 37 C .n S% CO, Atmosphar. 
inkubiert. Oie Zel.en wurden mit einem Gumm.schaber von der Pe.nschale gelost und 5 M.nuten oe -200 
UCM bei Raum.empera.ur ab.entnfugien (Heraeus Mini.uge. Ausschwing-Rptor 3 60V *nma m, m 
serumfre.em Medium gewaschen. 5 Minuten be. .200 UpM zentnf.giert und ,n . ml **«m - 
250 ag,m. OEAE-Oextran und .0 ug P-asm.d ONA (vgl. Tab.3. gere,r,g< durch 

dien«eLn,r,fugation) suspenoiert. Oie Zellen wurden 40 M,nute* ce. 37 C ,nkud,art e nma irn « 5 ml 
Medium m,t .0% Kalberserum gewaschen und in 5 ml Medium m,: 1 00 ag ml Chloroqu-n suspender,. 0-e 
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Zellen •-„,«„ e.ne Stunde be, 37' C .nkub.ert. e.nmal m lt Medium g-waschen urd r-„ ,n -ri ■ ' 



Tabefle 3: 



Zeiiinie 


COS-7 


ohne Ptasmid 

pAOTNF-BP 

PA08TNF-BP 


< S ng/ml 
7.5 ng/ml 
146 ng/m! 



c) Herstellung permanent TNF-8P produzierender Zellinien 



0.e 0.hydrofolatreduktase(OHFR)-defi 2 iente Hamster Ovarial Zellinie CHO OUKX Bll (Uriaub und Cia- 
sin. .980) wurde m.t Plasm.d pAOBTNF-BP m,ttels Kalzium-Phosphat Prazipitation transfix (Current 
prowcols .n molecular biology. .987). Vier dicht bewachsene Zelikultur-Fiaschchen (25 cm'. 5 mi Kuiturme- 
d.um pro Flaschchen) burden mit je S ug ONA transfiziert: nach vierstundiger Inkubation bei 37 *C wurte 
das Medium entfernt und durch je 5 ml Selektionsmedium (MEM alpha Medium mit ,0 % dialysiertem 
fotalem fl.nderserum) ersetzt. Nach Inkubation uber. Nacht wurden die Zellen mittels Trypsin-iosung 
abgelost: die Zellen aus jedem Flaschchen wurden in zwei 96-Napf Gewebekulturpiatten aufgete.it (.00 
ul/Napf in Selektionsmedium). in etwa wdchentlichen Abstanden wurde Irisches Medium zugegeben Nach 
etwa v.er Wochen konnten in 79 Napfen Zellklone beobachtet werden. Oie UberstMnde wurden im =i'SA 
auf TNF-3P Aktivitat getestet. 37 Uberstande zeigten Aktivitat im ELlSA. Oie Ergebnisse des EUSA-T-sts 
einiger posiver Klone ist in Tab.* dargestellt. 



Tabelle 4: 



Probe 


Absorption bei 492 




nm 


TNF-8P Standard 


t ng;ml 


0.390 




10 ng/mf 


1.233 




100 ng/ml 


1.375 




Kulturmedium 


0.085 


(Negativkontrolle) 




Klon 


AiG3 


0.468 




A2F5 


0.931 




. A3A12 


0.924 




'■' A488 


0.356 




A5A12 


0.806 




A5B10 


0.915 




ASCI 


0.966 





Beispie! 15: 
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Anspruche 

1. ONA. kodierend fur einen TNF-Rezeptor oder fur Fragment© davon. dadurch gekennzeichnet. da/3 sie 
die Formel 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA 
GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC 
TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC 
AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT 
TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG 
AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT 
GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA 
GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
CCC GGT GA- TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGG 
GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG 
TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG GAA TTC GTG CGG CGC CTA GGG 
CTG AGC GAC CAC GAG ATC GAT CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG CGC TGC CTG CGC GAG 
GCG CAA TAC AGC ATG CTG GCG ACC TGG AGG CGG CGC ACG CCG CGG CGC GAG GCC ACG 
CTG GAG CTG CTG GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC TGC CTG GAG GAC ATC 
55 GAG GAG GCG CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG CCC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 
Oder Abschnitte davon aufwetst. einschliefltich «hrer degenerierten Varianten. 

2. ONA nach Anspruch i. kodierend fur sekrenerbares TNF-bindenoes Protein, dadurch gekenn~.cn- 
net. da/I sie die Formel 
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20 



R 2 


GAT 


AGT 


GTG 


TGT 


CCC 


CAA 


GGA 


AAA 


TAT 


ATC 


CAC 




CCT 


CAA 


AAT 


AAT 


TCG 


ATT 


TGC 


TGT 


ACC 


AAG 


TGC 


CAC 




AAA 


GGA 


ACC 


TAC 


TTG 


TAC 


AAT 


GAC 


TGT 


CCA 


GGC 


CCG 




GGG 


CAG 


GAT 


ACG 


GAC 


TGC 


AGG 


GAG 


TGT 


GAG 


AGC 


GGC 




TCC 


TTC 


ACC 


GCT 


TCA 


GAA 


AAC 


CAC 


CTC 


AGA 


CAC 


TGC 




CTC 


AGC 


TGC 


TCC 


AAA 


TGC 


CGA 


AAG 


GAA 


ATG 


GGT 


CAG 


• 


GTG 


GAG 


ATC 


TCT 


TCT 


TGC 


ACA 


GTG 


GAC 


CGG 


GAC 


ACC 




GTG 


TGT 


GGC 


TGC 


AGG 


AAG 


AAC 


CAG 


TAC 


CGG 


CAT 


TAT 


* • 

• * • 


TGG 


AGT 


GAA 


AAC 


CTT 


TTC 


CAG 


TGC 


TTC 


AAT 


TGC 


AGC 


• • • 

• • •> 
» • • 








A IT 


rrr 


\cc 


\j i \j 




CTC 


TCC 


TGC 


CAG 


* • • 

• « • 


GAG 


AAA 


CAG 


AAC 


ACC 


GTG 


TGC 


ACC 


TGC 


CAT 


GCA 


GGT 




TTC 


TTT 


CTA 


AGA 


GAA 


AAC 


GAG 


TGT 


GTC 


TCC 


TGT 


AGT 


* • • • 


AAC 


TGT 


AAG 


AAA 


AGC 


CTG 


GAG 


TGC 


ACG 


AAG 


TTG 


TGC 


• • 

« » 


CTA 


CCC 


CAG 


ATT 


GAG 


AAT 

















aufweist. wobei R 2 gegebenenfalls fehlt Oder eine tur- ein in vivo abspaltbares (Poly)peptid kodierende DMA * r 

darsteltt. einschliefllich ihrer degenerierten Varianten. 1 » 

25 3. ONA nach Anspruch 2, kodierend fur sekretierbares TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 

net. da/3 sie die in Anspruch 2 definierte Formel aufweist. wobei R 2 eine 2ur Ganze Oder teitweise fur erne 

Signalsequenz kodierende ONA darstetlt. 

4. ONA nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. da/3 dafl R 2 die Formel CTG GTC CCT CAC CTA 

GGG GAC AGG GAG AAG AGA aufweist. 
30 5. ONA nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. da/3 R 2 fur R 3 CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC 

AGG GAG AAG AGA stent, wobei R 3 eine fur em Signaipeptid kodierende ONA darstetlt. 

6. ONA nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. dafl R- 3 fur 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA 
:s stent. 

7. Nukiemsauren. dadurch gekennzeichnet. dafl sie mit der im Anspruch l defimerren ONA Oder 
Abschmcten davon unter 8edingungen niednger Stringenz hybridisieren und fur ein Polypepud mit der 
Fahigkeit. TNF zu binden. kodieren oder die fur ein solches Polypeptid kodierende Sequenz enthalten. 

3. Rekombmantes ONA-Molekul. dadurch gekennzeichnet. dafl es die in Anspruch i definterte ONA- 
^ Sequenz Oder eine degenerierte Vartante Oder mindestens ein Fragment davon enthalt. 

9. Rekombinantes ONA-Moiekul nach Anspruch 8. replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen. dadurch gekennzeichnet. dafl es. funktioneil verbunden mit der in Anspruch 2 defm.erten 
ONA-Sequenz Oder einer degenerierten Vartante Oder mmdestens einem Fragment davon. Expressionskon- 
troilsequenzen enthalt. 

JS TO! Rekombinantes ONA-Moiekul nach Anspruch 9. replizierbar in Saugetierzellen. 

n. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. da/3 es e.ne m emem der 
Anspruche 2 bis S definierte ONA enthalt. 

12. Rekombinantes ONA-ffcclekul nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. dafl es d«e m Anspruch a 

definierte ONA enthalt. 

50 13. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pADTNF-8P. 

14 Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pAOBTNF-BP. 

15 Rekombinantes ONA-Molekul. reoiizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtsorganismen. 
dadurch gekennzeichnet. dafl es eine in Anspruch i definierre. gegebenenfalls modifiz.erte. ONA oder 
mindestens ein Fragment davon enthalt. 

55 15. Rekombinantes ONA-Molekul nach Ansoruch 15. replizierbar in Saugetierzellen. 

17. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 16 mit der Bezeichnung pAOTNF-R. 

13 Rekombinantes ONA-Molekul nach Ansoruch 16 m,t der Bezeichnung pADBTNF-R. 

19 Wirtsorgan.smus. transforms mit mindestens e.nem der m den Anspruchen t I bis defm.erten 
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rekomcmanten ONA-Molekule. 

20. Wirtsorganismus. transformiert mit einem m cen Anspruchen 15 bis 13 definienen refcomcmanten 
ONA-Molekul. 

21. Rekomcmantes Polypeptid. dadurcn gekennzeichnet. cad es von emer m Anspruch i defimerten 
J ONA kodiert vvird. 

22. Polypepnd nach Anspruch 21 . dadurcn gekennzeichnet. da/3 es der TNF-Rezeotor cer Forme! 

met gly leu ser thr vai pro asp leu leu leu pro leu val leu leu glu ieu leu vai giy tie :yr pro ser giy val lie giy 
leu val pro his leu gly asp arg glu lys arg asp ser val cys pro gin gly lys tyr He his pro gin asn asn ser .ie 
Cys cys thr lys cys nis lys gly ihr tyr leu tyr asn asp cys pro gly pro gly gin aso thr asp cys arg glu cys giu 
'0 ser gly ser phe thr ala ser glu asn his leu arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val giu 
ile ser ser cys thr val asp arg asp thr vat cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu ere 
gin cys pre asn cys ser leu cys leu asn gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr vat cys thr cys his 
ala gly phe phe leu arg glu asn glu cys val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu 
pro gin ile glu asn val lys gly thr glu asp ser gly thr thr val leu leu pro leu val ile phe phe gly leu cys leu leu 
>s ser leu leu phe ile gly leu met tyr arg tyr gin arg trp lys ser lys leu tyr ser ile vai cys gly lys ser thr pro glu 
j lys glu gly glu leu glu gly thr thr thr lys pro leu ala pro asn pro ser phe ser pro thr pro gly phe thr pro thr 
! leu gly phe ser pro val pro ser ser thr phe thr ser ser ser thr tyr thr pro gly asp cys pro asn phe ala ala pro 
arg arg glu val ala pro pro tyr gin gly ala asp pro ile leu ala thr ala leu ala ser asp pro ile pro asn pro leu gin 
lys trp glu asp ser ala his lys pro gin ser leu asp thr asp asp pro ala thr leu tyr ala val val glu asn val pro 
20 pro leu arg trp lys glu phe vat arg arg leu gly leu ser asp his glu ile asp arg leu glu leu gin asn giy arg cys 
I leu arg glu ala gin tyr ser met leu ala thr trp arg arg arg thr pro arg arg glu ala thr leu glu leu leu gly arg val 
\ leu arg asp met asp leu leu gty cys leu glu asp ile gtu glu ala leu cys gly pro ala ala leu pro pro ala pro ser 
' leu leu arg . - 

Oder ein Polypeptid bestehend aus mindestens einem Fragment davon ist. 
25 23. Polypeptid nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet. datf es TNF bindendes Protein der Formel 
j asp ser val cys pro gin gly lys tyr He his pro gin asn asn ser ile cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr 
| asn asp cys pro gly pro gly gin asp thr asp cys arg glu cys glu ser gly ser phe thr ala ser glu asn his leu 
| arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu ile ser ser cys thr vat asp arg aso thr val 
| cys gty cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn 
;oj gly thr val his leu ser cys gin gtu lys gin asn thr val cys thr cys his ala gly phe phe leu arg giu asn glu cys 
j val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu pro gin ile gtu asn 
1 oder ein funktionetles Fragment Oder Oerivat mit der Fahigkett, TNF zu binden, ist. 

24. Verfahren zur Herstellung ernes Polypeptids nach Anspruch 23. dadurch gekennzeichnet. dafl ein m 
Anspruch 19 definierter Wirtsorganismus gezuchtet und das axprimierte Protein isotiert wird. 
is 25. Verfahren zur Herstellung von rekomdinantem TNF-Rezeptor Oder Fragmenten oder Modifikationen 
davon. dadurch gekennzeichnet. dad ein in Anspruch 20 definierter Wirtsorganismus gezuchtet und das 
expnmierte Protein isoliert wird. 

26. Verwendung eines in den Anspruchen 21 und 22 definierten Polypeptids zum Untersuchen ven 
Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit diesem Polypeptid und/oder mit TNF-a und/oder mit TNF-i 

jo und/oder auf ihre Seeinflussung der biologischen Wirkung von TNF-a und/oder TNF-i. 

27. Verwendung eines in Anspruch 20 definierten Wirtsorganismus zum Untersuchen von Substanzen 
auf ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von 
TNF-o,und/oder TNF-i. 

23. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 zur prophylaktischen oder therapeutischen 
js Behandlung des menschlichen Korpers bei tndikationen. bei denen eine schadigende Wirkung von TNr-a 

und- Oder TNF-i auftritt. 

29. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 als Oiagnostikum zur 3estimmung von TNF*a 
und/oder TNF-i. 

30. Pharmazeutische Zuberettung. dadurch gekennzeichnet. dafl sie als therapeutisch wirksame Kompo- 
so nente ein in Anspruch 23 definiertes Polypeptid in einer Menge enthalt. die die bioiogische Wirkung von 

TNF-a und/oder TNF-i wirksam inhibiert. 
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Fig. 1/1 



GAATTCTCTGGACTCAGCCTCCAGTTCTGGCCTTTCCCC 



TTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAACCCTCAACTGTC 
ACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCCCCAGCACTGCC 



GCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCA TAG CTG TCT CGC 

SI S5 S10 SL5 

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC 

216 225 234 243 252 



Leu Glu Leu 
CTG GAG CTG 
261 



Val Pro His 
GTC CCT CAC 
306 



Gin Gly Lys 
CAA GGA AAA 
351 



S20 
Leu Val Gly 
TTG GTG GGA 
270 

5 

Leu Gly Asp 
CTA GGG GAC 
315 

20 

Tyr lie His 
TAT ATC CAC 
360 



lie Tyr Pro 
ATA TAC CCC 
279 

10 

Arg Glu Lys 
AGG GAG AAG 
324 

25 

Pro Gin Asn 
CCT CAA AAT 
369 



S25 

Ser Gly Val 
TCA GGG GTT 
288 



Arg Asp Ser 
AGA GAT AGT 
333 



Asn Ser He 
AAT TCG ATT 
373 



S29 1 
He Gly Leu 
ATT GGA CTG 
297 

15 

Val Cys Pro 
GTG TGT CCC 
342 

30 

Cys Cys Thr 
TGC TGT ACC 
387 



Lys Cys His 
AAG TGC CAC 
396 



Gly Gin Asp 
GGG CAG GAT 
441 



Ala Ser Glu 
GCT TCA GAA 
486 



Arg Lys Glu 
CGA AAG GAA 
531 



Arg Asp Thr 
CGG GAC ACC 
576 



Trp Ser Glu 
TCG AGT GAA 
621 



35 

Lys Gly Thr 
AAA GGA ACC 
405 

50 

Thr Asp Cys 
ACG GAC TGC 
450 

65 

Asn His Leu 
AAC CAC CTC 
495 

80 

Met Gly Gin 
ATG G6T CAG 
540 

95 

Val Cys Gly 
GTG TGT GGC 
585 

110 

Asn Leu Phe 
AAC CTT TTC 
630 



40 

Tyr Leu Tyr 
TAC TTG TAC 
414 

55 

Arg Glu Cys 
AGG GAG TGT 
459 

70 

Arg His Cys 
AGA CAC TGC 
504 

85 

Val Glu He 
GTG GAG ATC 
549 

100 

Cys Arg Lys 
TGC AGG AAG 
594 

115 

Gin Cys Phe 
CAG TGC TTC 
639 



Asn Asp Cys 
AAT GAC TGT 
423 



Glu Ser Gly 
GAG ACC GGC 
468 



Leu Ser Cys 
CTC AGC TGC 
513 



Ser Ser Cys 
TCT TCT TGC 
558 



Asn Gin Tyr 
AAC CAG TAC 

603 



Asn Cys Ser 
AAT TGC AGC 
643 



45 

Pro Gly Pro 
CCA GGC CCG 
432 

60 

Ser Phe Thr 
TCC TTC ACC 
477 

' 75 
Ser Lys Cys 
TCC AAA TGC 
522 

90 

Thr Val Asp 
ACA GTG GAC 
567 

105 
Arg His Tyr 
CGG CAT TAT 
612 

120 
Leu Cys Leu 
CTC TGC CTC 
657 
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Fig. 1/2 



125 130 135 

Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val 
AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG 
656 675 684 . 693 702 

140 145 150 

Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys Val 

TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 

711 720 729 738 747 

155 160 165 

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr Lys Leu Cys 

TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC 
756 765 774 783 792 

170 175 180 

Leu Pro Gin lie Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser Gly Thr 

CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC 

801 810 819 . 828 837 

1.85 190 195 

Thr Val Leu Leu Pro Leu Val lie Phe Phe Gly Leu Cys Leu Leu 
ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA 
846 855 864 873 882 

200 205 210 

Ser Leu Leu Phe lie Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 
TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
891 900 909 918 927 

215 220 225 

Ser Lys Leu Tyr Ser lie Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys 

TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA 
936 945 954 963 972 

230 235 240 

Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn 

GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC 
981 990 999 1008 1017 

245 250 255 

Pro Ser Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Leu Gly Phe 
CCA AGC TTC AGT CCC> ACT CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC 
1026 1035 1044 1053 1062 

260 265 270 

Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr 
AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
1071 1080 1089 1098 1107 

275 280 285 

Pro Gly Asp Cys Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala 

CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA 

1116 1125 . 1134 1143 US2 
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290 • 295 300 

Pro Pro Tyr Gin Gly Ala Asp Pro lie Leu Ala Thr Ala Leu Ala 

CCA' CCC TAT CAG GGG GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC 
1161 1170 1179 1138 1197 

305 310 315 

Ser Asp Pro lie Pro Asn Pro Leu Gin Lys Trp Glu Asp Ser Ala 

TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC 
1206 1215 1224 1233 1242 

320 325 330 

His Lvs Pro Gin Ser Leu Asp Thr Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 

CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
1251 1260 1269 1278 1287 

335 340 

Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro Leu Arg Trp 

GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AA GGAATTC 
1296 1305 1314 1323 1332 
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Fig, 6/1 

pAD-CMVl 6414 bp 

7CGACA77GA 77A77GAC7A G77AT7AA7A G7AA7CAA77 ACGGGG7CA7 7AG77CA7AG SO 

CCCATAT ATG GAG77CCGCG T7ACA7AAC7 7ACGG7AAA7 GGCCCGCCTG GC7CACCGCC 120 

CAACGACCCC CGCCCATTGA CG7CAA7AA7 CACG7A7C77 CCCA7AG7AA CCCCAA7AGG 130 

GACT77CCA7 7GACG7CAAT GGG7GGAG7A 777ACGG7AA AC7GCCCAC7 7GGCAG7ACA 2 40 

7CAAG7G7A7 CATATGCCAA G7ACGCCCCC 7A77GACG7C AA7GACGG7A AA7GGCCCGC 300 

C7GGCAT7A7 GCCCAG7ACA 7GACC77ATG GGAC777CCT AC77CGCAG7 ACA7C7ACG7 3 SO 

A7TAG7CA7C GC7AT7ACCA TGG7GATGCG G7777GGCAG 7ACA7CAA7G GGCG7GGA7A 4 20 

GCGGTTTGAC 7CACGGGGAT T7CCAAG7CT CCACCCCA77 GACG7CAA7G GGAG777G7T 4 30 

7TGGCACCAA AATCAACGGG AC7T7CCAAA ATGTCG7AAC AAC7CCGCCC CAT7GACGCA 5 40 

AA7GGGCGGT AGGCG7GTAC GG7GGGAGG7 C7A7ATAAGC AGAGC7C7C7 GGCTAAC7AG S00 

AGAACCCACT GC7TAACTGG C77A7CGAAA 77AA7ACCAC 7CAC7A7AGG GAGACCCAAG 6 50 

CT7CTGCAGG 7CGACATCGA 7GGA7CCGG7 ACC7CGAGCG CGAA77C7CT AGAGGA7C77 7 20 

7G7GAAGGAA CCTTACTTCT G7GG7GTGAC ATAA7TGGAC AAACTACC7A CAGAGA77TA 7 90 

AAGCTC7AAG GTAAA7A7AA AA7T777AAG 7G7A7AA7G7 GTTAAAC7AC 7GAT7C7AA7 3 40 

7GT77G7G7A 7T77AGAT7C CAACC7A7GG AAC7GA7GAA 7GGGAGCAGT GG7GGAA7GC 900 

C777AA7GAG GAAAACC7G7 777GC7CACA AGAAATGCCA 7C7AG7GA7G A7GAGGC7AC 9 60 

7GC7GAC7CT CAACA7TCTA C7CC7CCAAA AAAGAAGAGA AAGG7AGAAG ACCCCAAGGA 10 20 

CTTTCCT7CA GAATTGCTAA GTTTT7TGAG TCATGCTGTG TTTAG7AATA GAAC7C77GC 10 80 

7TGCTTTGCT ATTTACACCA CAAAGCAAAA AGCTGCACTG CTATACAAGA AAATTA7GGA 1140 

AAAATATTTG ATGTATAGTG CCTTGACTAG AGATCA7AAT CAGCCA7ACC ACA777G7AG 1200 

ACG7TTTACT 7GCT7TAAAA AACC7CCCAC ACC7CCCCC7 GAACC7GAAA CA7AAAA7GA 12 60 

A7GCAAT7GT TGTTGTTAAC 77GT77AT7G CAGC7TA7AA 7GG77ACAAA 7AAAGCAA7A 13 20 

GCATCACAAA TTTCACAAAT AAAGCATT77 T77CAC7GCA TTC7AG77GT GG7TTG7CCA 13 30 

AACTCATCAA TGTATCTTAT CA7G7CTGGA TCAATTCTGA GAAACTAGCC 77AAAGACAG 1440 

ACAGCTTTGT TCTAG7CAGC CAGGCAAGCA 7A7G7AAA7A AAG7TCCTCA GGGAAC7GAG 1SC0 

G7TAAAAGAT GTA7CCTGGA CC7GCCAGAC CTGGCCATTC ACG7AAACAG AAGA77CCGC 15 60 

C7CAAGT7CC GG77AACAAC AGGAGGCAAC GAGA7C7CAA A7C7AT7AC7 7C7AA7CGGG 1520 

7AATTAAAAC CT77CAACTA AAACACGGAC CCACCGA7C7 CACCCAC77T 7CCT7CCCCG 16 30 

GC7CCGCCCT 7C7CAG7ACT CCCCACCA77 AGGC7CGC7A C7CCACC7CC AC77CCGGGC 17 40 
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GCGACACCCA 


CG7GCCC7C7 


CCCACCCGAC 


GC7AACCCCG 


CCCC7GCCCG 


7C7GACCCCG 


1300 


CCCACCACCr 


GGCCCCGCCC 


CG77GAGGAC 


AGAAGAAACC 


CCGGGCAGCC 


GCAGCCAAGG 


1350 


CGGACGGG7 A 


GACGC7GGGG 


GCGC7GAGGA 


G7CG7CC7C7 


ACC77C7C7G 


C7GGC7CGG7 


1920 


GGGGGACGCG 


G7GGA7C7CA 


GGC77CCGGA 


AGAC7GGAAG 


AACCCGC7CA 


GAACCGC77G 


1930 


TC7CCGCGGG 


GC77GGGCGG 


CGGAAGAATG 


GCCGC7AGAC 


GCGGAC77GG 


7GCGAGGCA7 


2040 


CGCAGGATGC 


AGAAGAGCAA 


GCCCGCCGGG 


AGCGCGCGGC 


7G7AC7ACCC 


CGCGCC7GGA 


2100 


GCGGCCACGC 


CGGACTGGGC 


GGGGCCGGCC 


7GG7GGAGGC 


GGAG7C7GAC 


C7CG7GGAGG 


2160 


CGGGGCC7C7 


GA7G77CAAA 


7AGGA7GC7A 


GGC77G77GA 


GGCG7GGCC7 


CCGA77CACA 


2220 


AG7GGGAAGC 


AGCGCCGGGC 


GAC7GCAATT 


7CGCGCCAAA 


C77GGGGGAA 


GCACAGCG7A 


2230 


CAGGC7GCCT 


AGG7GA7CGC 


7GC7GCTG7C 


A7GGTTCGAC 


CGC7GAAC7G 


CATCG7CGCC 


2310 


GTG7CCCAGA 


A7ATGGGCAT 


CGGCAAGAAC 


GGAGACCT7C 


CC7GGCCAA7 


GC7CAGG7AC 


2400 


7GGC7GGA77 


GGG77AGGGA 


AACCGAGGCG 


G7TCGC7GAA 


7CGGG7CGAG 


CAC77GGCGG 


2460 


AGACGCGCGG 


GCCAAC7AC7 


7AGGGACAG7 


CA7GAGGGG7 


AGGCCCGCCG 


GC7GC7GCCC 


2520 


TTGCCCATGC 


CCGCGG7GAT 


CCCCA7GC7G 


7GCCAGCC7T 


7GCCCAGAGG 


CGC7C7AGC7 


2530 


GGGAGCAAAG 


7CCGG7CACT 


GGGCAGCACC 


ACCCCCCGGA 


C7TGCA7GGG 


TAGCCGCTGA 


2S40 


GATGGAGCCT 


GAGCACACG7 


GACAGGG7CC 


C7G7TAACGC 


AG7G777C7C 


7AAC777CAG 


2700 


GAACGAGT7C 


AAG7AC77CC 


AAAGAATCAC 


CACCACCTCC 


7CAG7GGAAG 


G7AAACAGAA 


27S0 


CCTGGTGATT 


A7GGGCCGGA 


AAACC7GGTT 


C7CCA77CC7 


GAGAAGAA7C 


GACC777AAA 


2820 


GGACAGAATT 


AATATAG7TC 


7CAGTAGAGA 


GC7CAAGGAA 


CCACCACAAG 


GAGC7CAT7T 


2330 


TC7TGCCAAA 


AGTCTGGACC 


ATGCCTTAAA 


ACTTATTGAA 


CAACCAGAG7 


TAGCAGA7AA 


2940 


AG7GGACATG 


GTTTGCA7AG 


7TGGAGGCAG 


77CCGT77AC 


AAGGAAGCCA 


7GAA7CAGCC 


3000 


AGGCCATCTC 


AGAC7C777G 


7GACAAGGA7 


CA7GCAGCAA 


777GAAAG7G 


ACACG77C7T 


30 6 0 


CCCAGAAATT 


GA7T7GGAGA 


AA7A7AAACT 


7C7CCCAGAG 


7ACCCAGCGG 


7CCT7TC7GA 




AG7CCAGGAG 


GAAAAAGGCA 


XCAAG7ATAA 


A77TGAAGTC 


TATGAGAAGA 


AAGCCTAACA 


"X 1 ft A 


GAAAGA7ACT 


7GCTGA77GA 


CTTCAAG7TC 


7ACTGC7TTC 


C7CC7AAAAT 


7A7GCATTTT 


3240 


7ACAAGACCA 


7GGGAC77G7 


GTTGGC7TTA 


GA7CCTGTGC 


A7CC7GGGCA 


AC7G7TGTAC 


3300 


7C7AAGCCAC 


7CCCCAAAG7 


CA7GCCCCAG 


CCCCTGTATA 


A77C7AAACA 


A77AGAA77A 


3360 


7777CAT77T 


CA77AG7C7A 


ACCAGG77AT 


A7TAAA7A7A 


C777AAGAAA 


CACCA777GC 


3420 


CA7AAAG77C 


7CAA7GCCCC 


7CCCA7CCAG CC7CAAGTGG C7CCCCAGCA GA7GCA7AGG 


3430 


G7AG7G7C7G 


7ACAAGAGAC 


CCCAAAGACA 


7AGAGCCCC7 


GACAGCA7CA 


GC7GA7A7GG 


3540 
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GGGC7CA7AG 


AGA7AGGAGC 


7AGA7GAA7A 


AG7ACAAAGG 


GCAGAAA7GG 


G7777AACCA 


3 500 


CCAGAGC7AC' AAC7CAGAC7 


77AAAGAAAA 


77AGA7CAAA 


G7AGAGAC7G 


AA77A77C7G 


3 5 60 


C AC A * CAGAC 




G77C7G77CA 


C7CAGACAGA 


AAA7GGG7AA 


A77GAGAGC7 


3720 


GGC iCCATTG 


TCjk-TCUTTAo 


AGA7GGGAGC 


AGG7GGAGG A 


77A7ATAAGG 


7C7GGAACA7 


3780 


tTAACTTCTC 


CGTTTCTCAT 


C77CAG7GAG 


A77CCAAGGG 


A7AC7ACAA7 


7C7G7GGAA7 


33 40 


G7G7GTCAGT 


TAGGGXGTGG 


AAAG7CCCCA 


GGC7CCCCAG 


CAGGCAGAAG 


7A7GCAAAGC 


3900 


ATGCAiC iCA 


A7TAG7CAGC 


AACCAGG7G7 


GGAAAG7CCC 


CAGGC7CCCC 


AGCAGGCAGA 


3960 


AGTATGCAAA 


GCATGCATC? 


CAA77AG7CA 


GC AACCA7AG 


7CCCGCCCCT 


AAC7CCGCCC 


4020 


ATCCCGCCCC 


TAACTCCGCC 


CAG77CCGCC 


CAT7C7CCGC 


CCCA7GGC7G 


ACTAA77777 


4080 


7T7AT7TATG 


CAGAGGCCGA 


GGCGCC7C7G 


AGC7AT7CCA 


GAAG7AG7GA 


GGAGGC777T 


4140 


TTGGAGGCCT 


AGGC77T7GC 


AAAAAAGC7A 


A77CAGCCTG 


AA7GGCGAAT 


GCGACGCGCC 


4200 


CTGTAGCGGC 


GCATTAAGCG CGGCGGGTGT 


GG7GG77ACG 


CGCAGCG7GA 


CCGC7ACAC7 


42SO 


TGCCAGCGCC 


C7AGCGCCCG 


C7CC777CGC 


777C77CCC7 


7CC777C7CG 


CCACG77CGC 


4320 


CGGCTTTCCC 


CGTCAAGC7C 


TAAA7CGGGG 


GC7CCCTT7A 


GGGT7CCGA7 


T7AGTGC777 


4380 


ACGGCACCTC 


GACCCCAAAA 


AC77GAT7AG 


GG7GATGGTT 


CACGTAGTGG 


GCCATCGCCC 


4440 


T GAT AG AC GG 


77777CGCCC 


777GACG77G 


CAG7CCACG7 


7C7T7AATAG 


7GGAC7C77G 


4500 


77CCAA-AC7G 


GAACAACAC7 


CAACCC7ATC 


7CGG7C7A77 


CT777GA777 


A7AAGGGA77 


4560 


TTGCCGATTT 


CGGCC7AT7G 


G77AAAAAA7 


GAGC7GA77T 


AACAAAAA7T 


7AACGCGAAT 


4620 


TTTAACAAAA 


TAT7AACGTT 


7ACAA7TTCA 


GGTGGCACTT 


TTCCGGGAAA 


7G7GCGCGGA 


4 680 


ACCCCTATTT 


GTTTATTTTT 


C7AAA7ACAT 


TCAAATA7GT 


ATCCGCTCAT 


GAGACAATAA 


4740 


CCCTGATAAA 


TGCTTCAATA 


A7AT7GAAAA 


AGGAAGAGTA 


TGAGTA77CA 


ACA7T7CCGT 


4800 


GTCGCCCTTA 


•T7CCC7TT77 


7GCGGCA77T 


7GCCTTCCTG 


7TT77GC7CA 


CCCAGAAACG 


4860 


C7CG7GAAAG 


TAAAAGATGC 


7GAAGA7CAG 


77GGGTGCAC 


GAG7GGGTTA 


CA7CGAACTG 


4920 


GATCTCAACA GCGGTAAGAT CpTTGAGAGT 


777CGCCCCG 


AAGAACGTTT 


7CCAA7CA7G 


4980 


AGCACTTTTA 


AAGTTCTGC7 


ATGTGCCGCG 


G7ATTATCCC 


GTATTGACGC 


CGCGCAAGAG 


5040 


CAACTCGGTC 


GCCGCATACA 


CTATTCTCAC 


AA7GACTTGG 


TTGACTACTC 


ACCAGTCACA 


5100 


GAAAAGCATC 


7TACGGATGG 


CA7GACAGTA 


AGAGAAT7AT 


GCAG7GCTGC 


CA7AACCATG 


5160 


AGTGATAACA 


C7GCGGCCAA 


C77AC77C7G 


ACAACGA7CG 


GAGGACCGAA 


GGAGC7AACC 


5220 


GC77TTT7GC 


ACAACA7GGG 


GGATCA7G7A 


AC7CGCC77G 


A7CG77GGGA 


ACCGGAGC7G 


5280 


AA7GAAGCCA 


7ACCAAACCA 


CGAGCG7GAC 


ACCACGA7GC 


C7G7AGCAA7 


GGCAACAACG 


5340 
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Fig. 6/4 

T7GCGCAAAC TA7TAACTGG CGAAC7ACT7 ACTCTAGC77 CCCGGCAACA A77AATAGAC 5 400 

7GGATGGAGG* CGGATAAAG7 TGCAGGACCA CTTC7GCGC7 CGGCCCTTCC GGC7GGC7GG 5 4 60 

T77ATTGC7G A7AAATCTGG AGCCGGTGAG CG7GGG7C7C GCGG7A7CA7 7GCAGCAC7G 5 5 20 

GGGCCACATG G7AAGCCC7C CCG7ATCG7A G77A7C7ACA CGACGGGGAG 7CAGGCAAC? 55 3 0 

ATGGATGAAC GAAA7AGACA GATCGC7GAG A7AGG7GCC7 CACTGA77AA GCA77GG7AA 5 5 40 

C7GTCAGACC AAG777AC7C A7A7ATAC7T 7AGA77GATT 7AAAAC77CA 77TT7AAT7T 57 00 

AAAAGGATC7 AGG7GAAGA7 CC77T7TGAT AATCTCATGA CCAAAA7CCC 77AACGTGAG 57 60 

T7T7CG7TCC AC7GAGCG7C AGACCCCG7A GAAAAGATCA AAGGATCT7C 77GAGA7CC7 5 3 20 

T77TTTCTGC GCG7AA7CTG C7GCT7GCAA ACAAAAAAAC CACCGC7ACC AGCGG7GG7T 53 30 

7GTTTGCCGG ATCAAGAGCT ACCAACTCTT TTTCCGAAGG TAACTGGCT7 CAGCAGAGCG 59 4 0 

CAGATACCAA A7AC7GTCC7 TC7AG7GTAG CCG7AG7TAG GCCACCACTT CAAGAAC7CT SO 00 

G7AGCACCGC C7ACA7ACCT CGCTCTGCTA ATCCTGT7AC CAG7GGC7GC 7GCCAG7GGC 60 60 

GA7AAG7CGT G7CT7ACCGG GT7GGACTCA AG AC GAT AG T TACCGGATAA GGCGCAGCGG 5120 

TCGGGC7GAA CGGGGGGT7C G7GCACACAG CCCAGCTTGG AGCGAACGAC CTACACCGAA 6130 

CTGAGATACC TACAGCGTGA GCATTGAGAA AGCGCCACGC TTCCCGAAGG GAGAAAGGCG 62 40 

GACAGGTATC CGGTAAGCGG CAGGGTCGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GCTTCCACGG 5300 

GGAAACGCCT GG7A7CTT7A TAGTCCTGTC GGG7TTCCCC ACC7C7GACT TGAGCG7CGA 53 60 
T7T77G7GAT GCTCG7CACG GGGGCGGAGC CTATGGAAAA ACGCCAGCAA CGCC 
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Flg.7D 
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Fig. 8/1 



raTNF-a 



CAATTCCTTT TCTCCGAGTT 
AATCCTCCAG, GACCGTACCC 
GCCCTCACGC TGCCAACACC 
TTGCCAATTC CTGCCCTGTC 
GGAC 
2 45/1 

ATG GGT CTC CCC ATC GTG CC 
y.ez Giy Leu Pro 
305/2L 

GGG ATA CAC CCA 
Gly lie His Pro Se 
365/41 

GAT AA7 TTC 7G7 CCC CAG 



77C7GAAC7C 7GGC7CA7GA 7CGGGC77AC 7GGA7ACCAG 

7GA777CCA7 C7ACC7C7GA CT77CAGCC7 77C7AACCCC 

CGGGCCACC7 GG7CCGA7CG 7C77AC77CA 77CACCAGCG 

CCCAGCCCCA A7GGGGGAG7 GAGAGAGGCC AC7GCCGGCC 



275/11 

GGC C7G C7G C7G 7CA C7G G7G 
?:o Giy Leu Leu Leu Ser Leu Val 
335/3L 

GGA CTG G77 CCT 7C7 C77 
Gly Leu Val Pro Ser Leu 
395/51 

GGA AAG 7A7 GCC CAT CCA AAG AA7 
Ala His Pro Lys Asn 
^j,** 455/71 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG GTG AG 7 GAC TG7 CCA AGC 



lie VaJ 



'CA GGG GTC ACC 
Gly val 7hr 



Asp Asn Leu Cys Pro Gin Giy Lys 
425/61 



Lys Cys His Lys Gly Thr 
495/91 



Ty: 



Pro Se: 



Leu Val Ser Asp Cys 
51-5/91 

TGC GAG CTC TC7 CAT AAA GGC ACC TTT ACA GC7 TCG CAG AAC 



Cys Giu 
545/101 
AG 7 TGC 
Ser Cys 
505/121 
ATG GAC 
Met Asp 
665/141 
-TC CAG 



Leu Ser His Lys Gly Th: 



AAG ACA TG7 CC3 AA-X GAA ATG 



Lvs 



Cys 



Lys Glu 



C7A 
Leu 



Leu 



77G 
Leu 



Phe The Ala Ser Gin Asa 
575/111 
'TC CAG GTG GAG ATT 
<ec Phe Gin Val Giu Ue 
635/131 

.CC GTG 7GT GGC TGC AAG AAG AAC CA-A 77C CAG CGC 
'he val Cys Giy Cys Lys Lys Asn Gin Phe Gin Arg 

695/151 

'G7 GTG GAC TGC AGC CCC TGC TTC AA7 GGC ACC GTG 
she Gin Cys Val Aso Cys Ser Pro Cys Phe Asn Gly Thr Val 
725/161 ' 755/171 

AAA CAG AAC ACC GTG TG7 AAC TGC CAC GCA GGA TTC TTT 
Lys Gin Asn Thr Vai Cys Asn Cys His Aia Giy Phe Phe 
785/191 315/191 
CCT TGC AGC CAC TGC AAG AAA AAT CAG GAA TGT ATG AAG C7 
Pro Cys Sec His Cys Lys Lys Asn Gin Glu Cys Met Lys 
945/201 97S/2U 
AAT GTC ACA AAC CCC CAG GAC TCA GGT ACT GCC GTG CTG 
Asn val The Asn Pro Gin Asp Sec Giy Thr Ala Vai Leu 
90S/221 935/231 
GGT CTT TGC CTT TTA TTC TTT ATC TGC ATC AGT CTA CTG TGC 
Gly Leu Cys Leu Leu Phe Phe He Cys He Ser Leu Leu Cys 
955/241 995/2S1 
CCC AGG GTC TAC TCC ATC ATT TGT AGG GAT TCA GCT CCT GTC 
Pro Arg Val Tyr Sec He Ue Cys Arg Asp Ser Ala Pro Val 
1025/261 \ 10S5/271 

GGA ATT GTT ACT AAG CCC Q7A ACT CCA GCC TCT ATC CCA GCC 
Gly lie val Thr Lys Pro £eu Thr Pro Ala" Ser He Pro Ala 
1085/291 1115/291 
TTC AAC CCC ACT CTG GGC TTC ACC ACC ACC CCA CGC TTC AGT 
Phe Asn Pro Thr Leu Gly Phe Sec The Thr Pro Arg Phe Ser 
1145/301 1175/311 
CCC ATC AGC CCC GTC TTC GGT CCT AGT AAC TGG CAC AAC TTC 
Pro He Sec Pro Val Phe Gly Pro Sec Asn Trp His Asn Phe 
1205/321 1235/331 
GTG GTC CCA ACC CAG GGT GCT GAC CCT CTC CTC TAC GGA TCC 
Val Val Pro The Gin Gly Ala Asp Pro Leu Leu Tyr Giy Ser 
1265/341 1295/351 
CCC GCC CCT CTT CGG AAA TGG GAA GAC GTC GTC GCG GCC CAG 



C7C C7G GCT 
Leu Leu Aia 

GGT GAC CGG 
Gly Asp Ar? 

AAT TCC ATC 
Asn Ser He 

CCA GGG CAG 
Pro Gly Gin 

CAC G7C AGA 
His Val Arg 

TCT CCT TGC 
Ser Pro Cys 

TAC CTG AGT 
Tyr Leu Ser 

ACA ATC CCC 
The lie Pro 

AGC GGA AAT 
Ser Gly Asn 

TGC CTA CCT 
Cys Leu Pro 

CCT CTG GTT 
Pro Leu val 

CGA TAT CCC 
Arg Tyr Pro 

AAA GAG GTG 
Lys Glu Val 

TTC AGC CCC 
Phe Ser Pro 

CAT CCT GTC 
His Pro Val 

GTG CCA CCT 
Val Pro Pro 

CTC AAC CCT 
Leu Asn Pro 



5-3 
123 
*.30 
2^0 



CTG CTG 
Leu Leu 

GAG 

Giu Lvs 



AGG 
i - - * 



Cys Cys 

GAA ACA 
Giu Thr 



C ACC* 



GTC» 
Va i 



CAG TGT 
Gin Cys 

AAA GCT 
Lys Ala 

GAG AC3 
Giu Thr 

TGT AAG 
Cys Lys 

GAG TGC 
Giu Cys 

CCA GTT 
Pro Vai 

ATC TTC 
lie Phe 

CAG TGG 
Gin Trp 

GAG GGT 
Glu Gly 

AAC CCC 
Asn Pro 

TCC AGT 
Ser Ser 

GTA AGA 
Val Arg 

GTG CCA 
Val Pro 



7 CTC 



.-i 

A s p 

ca: 

His 

GAG 
Giu 

ACC 



GCA 
Aia 

CTA 
Leu 

AGG 
Arg 

GAA 

Giu 

GGC 
Gly 

ACC 
Thr 

GAG 
Glu 

ATC 
tie 



CCA CAA CGG CTT GAC AC1 
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Pro Ala Pro 
1325/351 
GCA GAC CCT 
All As? ?ro 
1 3 3 5 / 3*3 1 
TTC ATG CCG 
?he Met Arg 
1445/401 
CCT TGC CTC 
Arg Cys Leu 
1505/421 
CAC GAG GCC 
His Glu Ala 
1585/441 
CTG GAG AAC 
Leu Glu Ajn 
1S25/4S1 
CGA TAA 

rt cg Stop GGCCACACCC cCACCTCAGG AACCGGACTC GAACGACCA7 CC7CCTACAT 1630 
CCCC7CCTTC CCTCTCAACC TCCTCTTTCG TCCTC7AGGG GGCAGGCTCG ATCTGGCAGG 1740 
CTCGATCTGG CAGCCACTTC CTTGGTGCTA CCGACTTGGT GTACATAGCT TTTCCCAGCT 1300 
CCCGACGACA GCCTCTGCCA GCCACTTGTC CAT GCC AGOG AAGTGTGCCA TCTGCTCCCA 13 50 
GACAGCTCAG GGTGCCAAAA GCCAGGACAG GTGATTGTGG AGAAAAAGCA CAATC7ATCT 1920 
GATACCCACT TGGGATGCAA CGACCCAAAC AAAGCTTCTC AGGGCCTCCT CAGTTGATT7 1930 
CTGGGCCCTT TTCACAGTAG ATAAAACACT CTTTGTATTG ATTATATCAC ACTAA 1GGA1 2040 
GAACCGTTGA ACTCCCTAAG GTAGGGGCAA G CAC AG AAC A G7GCGGTCTC CAGCTGGAGC 2*03 
CCCCGACTCT TG7AAATACA CTAAAAATCT AAAAGTGAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 2 ISO 
AAAAAAGG AA TTC 



Val 


Arg 






Glu 


A3? 


val 


val Ala Ala 


Gla 


Pro 




Arg 


Leu 


As? 
















1355/371 
















GCG 


ATG 


CTG 


TAT 


GCT 


GTG 


CTG 


GAT GGC GTG 


CCT 


CCG 


ACA 


CGC 


TGG 


AAG 


GAG 


Ala 


Met 


Leu 


Ty c 


Ala 


Val 


val 


A3o Gly val 
1415/391 


Pro 


? ro 


Thr 


Arg 


Tr? 


Lys 


Giu 


CTC 


CTG 


GCG 


CTG 


AGC 


GAG 


CAC 


GAG ATC GAG 


CGG 


CTG 


GAG 


CTG 


CAG 


AAC 


GGC 


Leu 


Leu 


Gly 


Leu 


Ser 


Glu 


His 


Glu lie Glu 


Arg 


Leu 


Glu 


Leu 


Gin 


Aan 


Gly 














1475/411 
















CGC 


GAG 


GCT 


CAT 


TAC 


AGC 


ATG 


CTG GAA GCC 


TGG 


CGG 


CGC 


CGC 


ACA 


CCG 


CGA 


Arg 


Glu 


Ala 


His 


Tyr 


Ser 


Met 


Leu Glu Ala 


Tr? 


Arc? 


Arg 


Arg 


Thr 


?co 
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CAA77C7C7G GACTGAGGCT CCAC77C7GG CC777CGCG7 7CAACA7CAC 7GGCACCAGG 

CCG7GA7C7C' 7A7GCCCGAG 7CTCAACCC7 CAAC7G7CAC CCCAAGCCAC 77GGGACGTC 120 

C7GGACAGAC CGAG7CCCGG CAACCCCCAG CAC7GCCGC7 GCCACAC7GC CC7GAGCCCA 130 
AA7GGGGGAG 7GAGAGGCCA 7AGC7G7C7G GC 

213/1 243/11 

A7G GGC C7C 7CC ACC G7G CC7 GAC C7G C7G C7G CCA C7G G7G C7C C7G GAG C7G T7G CTG 
Met Gly Leu Sec 7hr Val Pro Aap Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu Leu Glu Leu Leu Val 
273/21 303/31 

GGA A7A 7 AC CCC 7CA GGG G7T A77 GGA C7G G7C CC7 CAC C7A GGG GAC AGG GAG AAG AGA 
Gly He 7vr Pro Sec Gly Val lie GLy Leu Val Pro Hia Leu Giy Aap Arg Glu Lya Ar? 
333/41 * 363/51 

GA7 AG7 G7G 7GT CCC CAA GGA AAA 7A7 A7C CAC CC7 CAA AA7 AAT 7CG A77 7GC 7C7 ACC 
Aap Ser Val Cya Pro Gin Gly Lya 7yr He Hia Pro Gin Aan Aan 3er He Cya Cya Thr 
393/61 -423/71 

AAG 7GC CAC AAA GGA ACC 7 AC 77G 7 AC AA7 GAC 7G7 CCA GGC CCG GGG CAG GA7 ACG GAC 
Lya Cya Hia Lya Gly 7hr 7yr Leu 7yr Aan "Aap Cya Pro Gly Pco Gly Gin Aap 7hr Asp 
453/81 433/91 

7GC AGG GAG 7G7 GAG ACC GGC 7CC 77C ACC GCT 7CA GAA AAC CAC C7C AGA CAC 7GC CTC 
Cya Arg Glu Cya Glu Sec Gly Sec ?he 7he Ala Ser Glu Aan His Leu Arg Hia Cya Lau 
513/101 543/111 

AGC 7GC 7CC AAA 7GC CGA AAG GAA A7G GG7 CAG G7G GAG A7C 7C7 7C7 7GC AC A G*^ G*w 
Se- Cya Ser Lya Cya Arg Lya Glu Met Gly Gin Val Glu He Sec Ser Cya 7hr val Aa? 
573/121 603/131 

CGC GAC ACC G7G 7GT GGC 7GC AGG AAG AAC CAG 7 AC CGG CA7 7A7 7GG AG7 GAA AAC CT7 
Arg Aap 7hr Val Cya Gly Cya Arg Lya Aan Gin 7yr Arg Hia 7yr 7cp Ser Glu Aan Leu 
633/141 663/151 

77C CAG 7GC 7TC AAT 7GC AGC C7C 7GC C7C AAT GGG ACC G7G CAC C7C 7CC 7GC CAG GAG 
Phe Gin Cya Phe Aan Cya Ser Leu Cya Leu Aan Gly 7hr Val Hia Leu Ser Cya Gin Glu 
593/161 723/171 

AAA CAG AAC ACC GTG 7GC ACC 7GC CAT GCA GG7 77C 777 C7A AGA GAA AAC GAG ^s. 
Lya Gin Aan Thr Val Cya The Cya Hia Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Aan Glu Cya Vai 
753/181 7S3/191 

TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC C7G GAG 7GC ACG AAG TTG 7GC CTA CCC CAG A77 GAG 
Ser Cya Ser Aan Cya Lya Lya Sec Leu Glu Cya 7hr Lya Leu Cya Leu Pro Gin He Glu 
813/201 843/211 

AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG C7G TTG CCC CTG GTC ATT T7C 777 
Aan Val Lya Gly The Glu Aap Ser Gly The Thr Val Leu Leu Pro Leu Val He Phe Phe 
873/221 903/231 

GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG 7GG AAG 
Gly Leu Cya Leu Leu Ser Leu Leu Phe He Gly Leu Mec Tyc Arg Tyr Gin Arg Trp Lya 
933/241 963/251 

TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA CAG GGG GAG CT7 GAA 
Ser Lya Leu 7yr Ser lie Val Cya Gly Lya Ser 7hr Pro Glu Lya Glu Gly Glu Leu G.u 
993/261 / 1023/271 

GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
Gly The Thr The Lya Pro L«u Ala Pco Aan Pro See Phe Sec Pro Thr Pro Gly Phe Thr 
1053/291 1083/291 

CCC ACC C7G GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
Pro Thr Leu Gly Phe Ser Pco Val Pro Ser Sec Thr Phe Thr Ser Ser Ser 7hr Tyr *ae 
1113/301 1143/311 

CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GC~ 
Pro Gly Aap Cya Pro Aan Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala Pro Pro Tyr Gin Gly 
1173/321 1203/331 

GCT GAC CCC A7C CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC A7C CCC AAC CCC C77 CAG AAG 
Ala Aap Pro He Leu Ala 7hr Ala Leu Ala Ser Aap Pco lie Pro Aan Pro Leu G.n Lya 
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GGCTGCGCCC CTGCGGGCAG CTCTAAGGAC CGTCCTGCGA 1620 

GATCGCCTTC CAACCCCACT TTTTTCTCGA AAGGAGGGGT CCTGCAGCGG CAAGCAGCAG 
CTAGCAGCCG CCTACTTGGT GCTAACCCCT CGATGTACAT AGCTTTTCTC AGCTGCCTGC 
GCGCCGCCGA CAGTCAGCGC TGTGCCCGCG GACACACGTG CGCCGTGGCC TCAAGAGCCT 
GAGTGGGTGG TTTGCGAGGA TGAGGGACGC TATCCCTCAT GCCCGTTTTG GGTGTCCTCA 
CCAGCAAGGC TGCTCGGGGG CCCCTGGTTC GTCCCTGAGC CTTTTTCACA GTGCATAAGC 
AGTTTTTTTT GTTTTTGTTT TGTTTTGTTT TGTTTTTAAA TCAATCATGT TACACTAATA 
GAAACTTGGC ACTCCTGTGC CCTCTGCCTG CACAAGCACA TAGCAAGCTG AACTGTCCTA 
AGGCAGGGGC G AGC ACG GAA CAATGGGCCC TTCAGCTGGA GCTGTGGACT TTTGTACATA 
CACTAAAATT CTGAAGTTAA AAAAAAAAAA AAAAGGAATT C 
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